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 RESUMO 
 
A perkinsiose, enfermidade causada pelo protozoário Perkinsus sp., é 
responsável por mortalidades de moluscos marinhos em todo o mundo. 
O presente estudo objetivou verificar a presença de patógenos com 
ênfase em Perkinsus em ostras de Santa Catarina/SC e do Ceará/CE, 
Brasil. Em SC, as ostras Crassostrea rhizophorae (costão) e 
Crassostrea gigas (cultivo) foram coletadas no Sambaqui e Ribeirão 
da Ilha, em março/2008 e abril/2009 (N= 1200). No CE, as ostras 
C. rhizophorae foram coletadas em 3 pontos do Estuário do Rio Pacoti, 
em agosto/2008 e dezembro/2009 (N= 900). As técnicas utilizadas 
foram análise macroscópica, histologia, cultivo em meio líquido de 
tioglicolato, reação em cadeia da polimerase (PCR), clonagem e 
sequenciamento de uma região identificada de Perkinsus. Os resultados 
nas ostras estudadas mostraram: hipertrofia gamética, a presença de 
bactérias do tipo rickettsia; protozoários: Perkinsus, Nematopsis, 
Trichodina, Sphenophrya, Ancistrocoma e Steinhausia. As hipertrofias e 
bactérias foram detectadas nas ostras de SC e Perkinsus somente nas 
ostras do CE. Os metazoários observados foram poliquetas Polydora, 
Urastoma, Tylocephalum, copépode possivelmente do gênero 
Pseudomyicola e, nas ostras do Ceará, larvas de digenéticos. Os 
patógenos não foram associados a danos significativos nos tecidos das 
ostras, em SC e CE. As ostras do CE foram diagnosticadas com 
Perkinsus sp. (5,8% em 2008 e 5,1% em 2009). A PCR com iniciadores 
específicos seguida do sequenciamento confirmou se tratar do gênero 
Perkinsus, porém ainda não foi possível confirmar a espécie.  
 
1. Perkinsus sp.; 2. Crassostrea; 3. histopatologia; 4. Ostras. 
 
 
 ABSTRACT 
 
Pathogens in oysters from Santa Catarina Island, Santa Catarina 
State, and from Pacoti River Estuary, Ceará State, with emphasis 
on the Perkinsus protozoa. 
 
Perkinsiosis, disease caused by the protozoan Perkinsus sp., is responsible 
for mortalities of marine mollusks worldwide. This study aimed to 
evaluate the presence of pathogens with emphasis on Perkinsus sp. in 
oysters from the States of Santa Catarina/SC and Ceará/CE, Brazil. In 
SC, the oysters Crassostrea rhizophorae (from the coast) and 
Crassostrea gigas (from culture) were collected at Sambaqui and 
Ribeirão da Ilha, on March 2008 and April 2009 (N = 1200). In CE, 
oysters C. rhizophorae were collected at three sites of the Pacoti River 
Estuary on August 2008 and December 2009 (N = 900). The techniques 
used were macroscopic analysis, histology, culture in thioglycolate 
medium, polymerase chain reaction, cloning an sequencing of an 
identified region of Perkinsus. The results in oysters studied showed 
gametic hypertrophy, rickettsia-like bacteria and protozoans of genera 
Perkinsus, Nematopsis, Trichodina, Sphenophrya, Ancistrocoma and 
Steinhausia. The hypertrophy caused by viruses and bacteria were 
detected in oysters from SC and Perkinsus only detected in oyster from 
CE. The metazoans observed were polychaetes Polydora, Urastoma, 
Tylocephalum, copepods of genus Pseudomyicola and, in oysters from 
CE, digenetic larvae. The pathogens were not associated to significant 
damage in oysters tissues, in SC and CE. The oysters from CE were 
diagnosed with Perkinsus sp. (5.8% in 2008 and 5.1% in 2009). PCR 
with specific primers followed by sequencing confirmed the occurrence 
of the genus Perkinsus, but it was not possible to confirm the species. 
 
Key words: 1. Perkinsus sp.; 2. Crassostrea; 3. Histopathology; 4. 
oysters 
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Capítulo I. Introdução Geral 
 
1. Histórico e identificação do problema 
 
No Brasil, a prática de cultivo de moluscos é recente quando 
comparada a outros países. Somente na década de 70 é que as pesquisas 
na área de cultivo de moluscos se iniciaram em diversas partes do país. 
Atualmente, no Brasil os moluscos mais cultivados são o mexilhão 
Perna perna (Bivalvia: Mytilidae), a ostra japonesa Crassostrea gigas e 
a vieira Nodipecten nodosus (Bivalvia: Pectinidae), sendo o Estado de 
Santa Catarina responsável por 95% da produção nacional, com uma 
produção total de 12.462 toneladas comercializadas em 2009 (dos 
SANTOS et al., 2010). 
A ostra japonesa C. gigas foi introduzida no Brasil em 1974 
através do Instituto de Pesquisas da Marinha em Cabo Frio – RJ e 
posteriormente (1987) no Estado de Santa Catarina, sendo atualmente 
considerada um recurso de grande importância socioeconômica para o 
Estado. Já a ostra nativa Crassostrea rhizophorae é cultivada em 
pequena escala em algumas regiões brasileiras, incluindo o nordeste. Por 
ser uma ostra que habita regiões estuarinas, incluindo os manguezais, 
apresenta um grande potencial para expansão da produção. 
É importante ressaltar, que apesar da aquicultura apresentar 
grande importância socioeconômica em muitos países, incluindo o 
Brasil, essa atividade ao longo dos anos é também responsável pelo 
transporte de espécies entre e dentro dos países, aumentando o risco de 
introdução de enfermidades e consequentemente, a redução das 
populações de moluscos cultivadas bem como trazendo riscos de 
contaminação das espécies silvestres (MAGALHÃES e FERREIRA, 
2006). 
Desde o final dos anos 70 o cultivo de moluscos no mundo é 
afetado por várias epizootias, sendo a transferência de moluscos vivos a 
principal causa para o surgimento das enfermidades (BERTHE, 2001). 
O mesmo fato foi notificado pela Organização Mundial para Saúde 
Animal quando relatou que as enfermidades são responsáveis por 
severos impactos no desenvolvimento socioeconômico em muitos 
países, por causa do transporte de moluscos contaminados para áreas 
livres de patógenos (OIE, 2006). 
Apesar do grande risco que os patógenos representam para as 
populações de moluscos dos estoques aturais e cultivados, o estudo de 
enfermidades em moluscos marinhos no Brasil é escasso e recente 
quando comparado a outras partes do mundo, onde as pesquisas na área 
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de patologia de moluscos explorados comercialmente vêm de longa data 
(BOWER; MCGLADDERY; PRICE, 1994). Portanto, é necessário o 
desenvolvimento de programas de monitoramento de doenças para um 
melhor conhecimento dos patógenos que afetam as populações de 
moluscos bivalves, visando à tomada de medidas de controle sanitário 
adequadas para evitar surtos de enfermidades. 
A seguir são descritos alguns patógenos de moluscos registrados 
no mundo e no Brasil. 
 
1.1. Vírus 
 
Vírus pertencentes a diferentes famílias têm causado doenças e 
até mortalidades em diferentes bivalves em todo o mundo. Os mais 
importantes são os pertencentes às famílias Iridoviridae, Herpesviridae, 
Papovaviridae, Togaviridae, Retroviridae, Birnaviridae, Reoviridae e 
Picornaviridae (RENAULT e NOVOA, 2004). Ainda, os vírus das 
famílias Papillomaviridae e Polyomarviridae afetam os moluscos 
bivalves causando a enfermidade conhecida como Hipertrofia 
Gametocítica Viral (VGH, Viral gametocytic hypertrophy) (BOWER et 
al. 1994). O primeiro relato de VGH foi realizado por Farley (1976) em 
ostras Crassostrea virginica coletadas em 1973 nos Estados Unidos e 
sabe-se que atualmente esta enfermidade afeta ostras Crassostrea gigas 
e C. rhizophorae (BOWER et al. 1994). Além das ostras, a VGH foi 
detectada em vários moluscos bivalves de vários países (CHOI et al. 
2004; WINSTEAD et al. 2004; GARCIA et al. 2006; MEYERS et al. 
2009), e seu principal efeito é a hipertrofia dos gametas do hospedeiro 
(BOWER et al. 1994). No Brasil, a hipertrofia gametocítica viral foi 
detectada com prevalência média de até 4% em C. gigas de Santa 
Catarina (PONTINHA, 2009). 
 
1.2. Bactérias 
 
As bactérias do tipo rickettsia e clamídias são parasitas 
intracelulares obrigatórios que infectam as células epiteliais das 
brânquias e glândula digestiva de uma ampla variedade de moluscos 
bivalves, geralmente em baixa intensidade e não estão associadas com 
doenças (BOWER; MCGLADDERY; PRICE, 1994). No entanto, 
quando em elevadas intensidades de infecção foram associadas a 
episódios de mortalidade em moluscos do Estado de Rhode Island 
(EUA) e da Galícia (Espanha) (GULKA; CHANG; MARTI, 1983; 
VILLALBA et al., 1999). 
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Na década de 90 um fenômeno conhecido em outros países como 
Mortalidade em Massa de Verão (MMV) da ostra Crassostrea gigas 
ocorreu pela primeira vez na Ilha de Santa Catarina, SC e causou 
mortalidades de 89,5%. A MMV foi associada às altas temperaturas da 
água do mar, assim como ao estresse pós-desova e talvez à presença de 
bactérias pertencentes ao gênero Nocardia (SILVEIRA Jr., 1997; POLI, 
2004). No entanto, a maior parte dos estudos realizados a este respeito 
não permitiu relacionar a MMV a nenhum patógeno específico, sendo 
principalmente a reprodução um dos fatores chave para o 
desencadeamento da suscetibilidade à MMV (SAMAIN et al., 2007). 
Recentemente, bactérias do tipo rickettsia foram observadas nas 
ostras japonesas C. gigas de cultivos comerciais em Florianópolis 
(PONTINHA, 2009) e posteriormente em Crassostrea rhizophorae de 
costão e C. gigas de cultivo em Florianópolis (da SILVA et al., 2010), 
porém sem causar enfermidade. Estas bactérias foram registradas 
também em outros moluscos bivalves, como no berbigão 
Anomalocardia brasiliana (Bivalvia: Veneridae) do Estuário do Rio 
Pacoti, no Estado do Ceará (FERREIRA et al., 2008a); e, recentemente, 
no mexilhão Mytella guyanensis (Bivalvia: Mytilidae) do Estuário do 
Rio Cachoeira, Ilhéus, BA (BOEHS et al., 2010). Em nenhum destes 
casos houve danos graves ao hospedeiro. 
 
1.3. Fungos 
 
Uma das espécies de fungo que afeta os bivalves marinhos 
refere-se à espécie Ostracoblabe implexa. Na França, a enfermidade 
causada por esse fungo é conhecida por doença da concha, do pé ou da 
charneira e foi relatada na ostra plana Ostrea edulis no oeste da Europa 
(LAUCKNER, 1983), sendo inclusive responsável por mortalidades 
massivas desta espécie na França, Holanda e Inglaterra (FIGUERAS e 
VILLALBA, 1988). A doença da concha foi documentada para várias 
espécies de moluscos e recentemente foi também descrita em C. gigas 
cultivada no Mar Negro (PIRKOVA e DEMENKO, 2008). 
No Brasil, a enfermidade do pé foi observada pela primeira vez 
no ano 2000 em C. gigas cultivada na Ilha de Santa Catarina (Silveira Jr. 
et al., 2000). Posteriormente, um fungo com características semelhantes 
às pertencentes ao gênero Ostracoblabe foi registrado formando nódulos 
de conchiolina na região de inserção do músculo adutor e dificultando o 
fechamento das valvas de C. rhizophorae e C. gigas, ambas, 
provenientes de cultivos comerciais na Praia da Ponta do Sambaqui, na 
Ilha de Santa Catarina (SABRY e MAGALHÃES, 2005). A presença 
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desse fungo nas ostras tem ocorrido com baixa prevalência e até o 
presente estudo a espécie que infecta as ostras da região sul país ainda 
não foi identificada. 
 
1.4. Protozoários 
 
Os protozoários estão entre os mais importantes patógenos de 
moluscos (LAUCKNER, 1983; vide edição Aquatic Living Resources, 
2004), principalmente os considerados de declaração obrigatória pela 
Organização Mundial para Saúde Animal – OIE, os quais têm causado 
grandes prejuízos econômicos em diversos países. Até o presente 
momento não há relato desse tipo de ocorrência no Brasil.  
Nematopsis sp. (Apicomplexa: Eugregarinida) infecta os 
bivalves marinhos, utilizando-os como hospedeiros intermediários 
(AZEVEDO e CACHOLA, 1992; CARBALLAL et al., 2001). Na 
maioria dos casos de infecção por Nematopsis não são observados 
danos significativos no hospedeiro (BOWER; MCGLADDERY; 
PRICE, 1994; WINSTEAD; VOLETY; TOLLEY, 2004). No entanto, 
na década de 90 estes patógenos foram associados a mortalidades do 
bivalve Cerastoderma edule (Bivalvia: Cardiidae) em Portugal 
(AZEVEDO e CACHOLA, 1992).  
No Brasil, Nematopsis sp. foi registrado em vários moluscos 
bivalves de diferentes regiões. Em ostras, Nematopsis sp. foi detectado 
em Crassostrea rhizophorae dos estoques naturais de alguns estuários 
sendo eles: Jacuruna, BA (NASCIMENTO et al., 1986); Rio Jaguaribe, 
CE (SABRY; GESTEIRA; BOEHS, 2007); Rio Cachoeira, BA 
(BOEHS; LENZ; VILLALBA, 2008); Rio Pacoti, CE (ROMÃO et al., 
2010) e recentemente em C. rhizophorae de costões localizados nas 
Baías Norte e Sul da Ilha de Santa Catarina (da SILVA et al., 2010). 
Em ambientes de cultivos, Nematopsis sp. foi identificado em ostras 
C. rhizophorae e em C. gigas nessa última região (SABRY e 
MAGALHÃES, 2005).  
Em mexilhões, Nematopsis mytella foi detectado no marisco-do-
mange Mytella guyanensis de ambiente natural no Amazonas 
(AZEVEDO e MATOS, 1999). Nematopsis sp. também foi observado 
infectando Perna perna proveniente de cultivo no Rio de Janeiro, RJ 
(LIMA; ABREU; MESQUITA, 2001); em Mytella falcata do Estuário 
do Rio Jaguaribe, CE (SABRY et al., 2006); M. guyanensis do Estuário 
do Rio Cachoeira, BA (PINTO e BOEHS, 2008) e também em P. perna 
cultivada em Serraria, SC (da SILVA et al., 2010).  
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Vale ressaltar, que também existem registros de Nematopsis sp. 
em Anomalocardia brasiliana (Bivalvia: Veneridae) de SC 
(MAGALHÃES; MATOS; AZEVEDO, 2002); Tagelus plebeius 
(Bivalvia: Psammobiidae) (SANTOS, BOEHS; CEUTA, 2007) e 
recentemente em A. brasiliana da região estuarina do Rio Cachoeira, 
BA (BOEHS et al., 2010). Apesar de na maioria das vezes Nematopsis 
ter sido detectado em elevadas prevalências, a intensidade de infecção 
nos tecidos dos bivalves é geralmente baixa. Ainda, em nenhum dos 
estudos, realizados no Brasil, os autores fizeram menção a mortalidades 
associadas a presença desse patógeno. No entanto, nos palpos labiais de 
alguns exemplares de Mytella guyanensis da BA, altamente infectados 
com Nematopsis foi observada a destruição do tecido conjuntivo 
(CEUTA, 2010). 
Outros protozoários também foram observados em moluscos da 
costa brasileira, entre eles: Trichodina sp. (Ciliophora: Trichodinidae), 
Ancistrocoma sp. (Ciliophora: Ancistrocomidae), Sphenophrya sp. 
(Ciliophora: Sphenophryidae) e Steinhausia sp. (Microspora). 
Trichodina quando em elevada intensidade de infecção causa 
lesões nas brânquias dos moluscos e pode interferir no funcionamento 
normal desse órgão (LAUCKNER, 1983; FIGUERAS e VILLALBA, 
1988). Trichodina sp. foi detectado em ostras Crassostrea gigas de 
cultivo em SC (SABRY e MAGALHÃES, 2005; PONTINHA, 2009; da 
SILVA et al., 2010) e em Crassostrea rhizophorae de estoque natural da 
Baía de Camamu, BA (BOEHS, LENZ; VILLALBA, 2008). Em 
venerídeos, Trichodina sp. foi observado em A. brasiliana de estoques 
naturais (BOEHS e MAGALHÃES, 2004; da SILVA et al., 2010). Em 
todos os casos de parasitismo por tricodinídeos, a intensidade de 
infecção foi considerada baixa e não causou danos aos hospedeiros.  
Os ciliados dos gêneros Sphenophrya e Ancistrocoma podem 
ocorrer em vários bivalves marinhos, incluindo várias espécies de ostras, 
sem causar mortalidade (LAUCKNER, 1983; BOWER; 
MCGLADDERY; PRICE, 1994; WINSTEAD; VOLETY; TOLLEY, 
2004). No entanto, em ostras, a hipertrofia das células e do seu núcleo, 
pode formar tumores denominados xenomas (BOWER; 
MCGLADDERY; PRICE, 1994). Sphenophrya sp. foi registrado em 
Crassostrea rhizophorae da Baía de Todos os Santos, BA 
(NASCIMENTO et al., 1986) e posteriormente em C. gigas cultivada 
em Santa Catarina (PONTINHA, 2009) sem causar nenhum efeito sobre 
o hospedeiro. Em C. rhizophorae da Baía de Camamu, BA, este ciliado 
causou a formação de xenomas no epitélio das brânquias. Contudo, não 
resultou em mortalidade dos animais (BOEHS; LENZ; VILLALBA, 
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2009). Ancistrocoma sp. foi detectado em Crassostrea rhizophorae 
(NASCIMENTO et al., 1986) e recentemente em Crassostrea gigas 
cultivada em SC (PONTINHA, 2009). 
Protozoários do gênero Steinhausia infectam o citoplasma dos 
ovócitos dos moluscos promovendo uma resposta de defesa do 
hospedeiro evidenciada por uma forte infiltração de hemócitos 
(BOWER; MCGLADDERY; PRICE, 1994; GREEN et al., 2008). No 
Brasil, este patógeno já foi observado em Mytella guyanensis do 
Estuário do Rio Amazonas (MATOS; MATOS; AZEVEDO, 2005) e em 
C. gigas (PONTINHA, 2009), Anomalocardia brasiliana (da SILVA et 
al., 2010) e no mexilhão Brachidontes solisianus de SC (PONTINHA et 
al., 2010). Todos os relatos desse patógeno até o momento não citam 
danos ao processo de gametogênese nos moluscos infectados. 
 
1.5. Metazoários 
 
Entre os metazoários, o trematódeo digenético do gênero 
Bucephalus (Digenea: Bucephalidae) utiliza os moluscos como 
hospedeiro intermediário e os peixes como hospedeiro intermediário e 
definitivo (CHENG, 1978). Nos mitilídeos, a enfermidade causada por 
Bucephalus é conhecida como bucefalose ou “doença laranja”, pois 
confere coloração laranja ao manto e aos tecidos infestados (UMIJI; 
LUNETA; LEONEL, 1976). Este parasita quando se instala na gônada 
do molusco pode causar danos significativos, levando a castração do 
hospedeiro (LAUCKNER, 1983; MAGALHÃES, 1998). 
O parasitismo por Bucephalus sp. já foi observado em mexilhões, 
berbigões e raramente em ostras de diferentes regiões do país. O 
trematoda Bucephalus sp. foi detectado no mexilhão Perna perna 
cultivado no Rio de Janeiro, RJ (LIMA; ABREU; MESQUITA, 2001), 
em SC (SILVA; MAGALHÃES; BARRACCO, 2002; da COSTA, 
2007; LEITE, 2007; COCHÔA e MAGALHÃES, 2008; FERREIRA et 
al., 2008b); na Baía de Santos e na Praia do Guaraú, SP (GALVÃO et 
al., 2006), em M. guyanensis no Estuário do Rio Cachoeira, BA 
(BOEHS et al., 2010) e Baía de Camamu, BA (CEUTA, 2010). É 
importante ressaltar que a espécie de bucefalídeo que infesta os 
mexilhões em Santa Catarina foi recentemente identificada como sendo 
Bucephalus margaritae (MARCHIORI; MAGALHÃES; PEREIRA Jr., 
2010). Em berbigões A. brasiliana, trematódeos bucefalídeos foram 
registrados nos estuários do Rio Jaguaribe e Rio Pacoti, CE (ARAÚJO e 
ROCHA-BARREIRA, 2004; FERREIRA et al., 2008a) e no Estuário do 
Rio Cachoeira, BA (BOEHS et al., 2010) e em ostras nativas 
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Crassostrea rhizophorae do Estuário do Rio Jacuruna, BA 
(NASCIMENTO et al., 1986) e Baía de Camamu, BA (BOEHS; LENZ; 
VILLALBA, 2008) e também do estuário do Rio Pacoti (ROMÃO et al., 
2010).  
Metazoários do gênero Tylocephalum (Cestoda: 
Lecanicephalidea) parasitam bivalves marinhos, incluindo ostras em 
várias partes do mundo, principalmente as pertencentes ao gênero 
Crassostrea e as ostras perlíferas (LAUCKNER, 1983). A infestação 
por esse metazoário é acompanhada por infiltração de hemócitos e 
encapsulamento do parasita (SINDERMANN, 1970; LAUCKNER, 
1983). Larvas de Tylocephalum foram registradas em Crassostrea gigas 
e C. rhizophorae cultivadas em Santa Catarina (SABRY e 
MAGALHÃES, 2005); C. rhizophorae dos estuários dos Rios Jaguaribe 
(SABRY; GESTEIRA; BOEHS, 2007) e Pacoti, CE (ROMÃO et al., 
2010); em mexilhões Mytella guyanensis da Baía de Camamu (CEUTA, 
2010) e Perna perna cultivada em Serraria, SC (da SILVA et al., 2010). 
Tylocephalum também foi registrado em Anomalocardia brasiliana de 
SC (BOEHS e MAGALHÃES, 2004) e do Estuário do Rio Cachoeira, 
BA (BOEHS et al., 2010). 
É importante ressaltar que nenhum dos patógenos acima citados é 
de declaração obrigatória à Organização Mundial para Saúde Animal 
(OIE) e que no Brasil até o presente momento não foram associados a 
mortalidades nos moluscos estudados. 
 
1.6. Enfermidades de declaração obrigatória à OIE 
 
A Organização Mundial para Saúde Animal – OIE em seu código 
que trata da saúde para animais aquáticos, lista como patógenos de 
declaração obrigatória de moluscos os seguintes protozoários: Filo 
Haplosporidia: Bonamia ostreae e B. exitiosa; Filo Paramyxea: 
Marteilia refringens; Filo Perkinsozoa: Perkinsus marinus e P. olseni; 
além da bactéria Xenohaliotis californiensis e do vírus de tipo Herpes 
que infecta abalones. 
Entre os protozoários, os pertencentes ao gênero Perkinsus 
ocorrem em diversos moluscos, entre eles gastrópodes (abalones) e 
principalmente bivalves, levando muitas vezes a mortalidades massivas 
gerando grandes perdas econômicas (VILLALBA et al., 2004; CHOI e 
PARK, 2010). Um dos exemplos principais é o Perkinsus marinus, que 
afeta a ostra americana Crassostrea virginica desde 1940 (KAROLUS 
et al., 2000). 
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No Brasil até o presente momento o único trabalho que foi 
realizado utilizando técnicas confirmatórias para detecção de Perkinsus 
em ostras foi feito por Nascimento et al. (1986). Os autores não 
encontraram Perkinsus em ostras Crassostrea rhizophorae da região da 
Baía de Todos os Santos, Bahia. Desta forma, os esforços para 
realização do presente estudo foram voltados para a investigação da 
ocorrência de Perkinsus levando-se em consideração os riscos que este 
protozoário representa para as populações de moluscos de ambientes 
naturais e cultivados. 
 
1.7. Conhecimento sobre a Perkinsiose 
 
A Perkinsiose, doença causada por representantes do protozoário 
do gênero Perkinsus foi identificada pela primeira vez em populações de 
ostras Crassostrea virginica na Louisiana, costa atlântica dos Estados 
Unidos em 1940. Primeiramente se pensava que era um fungo e foi 
denominado de Dermocystidium marinum, por isso essa doença é 
também conhecida como Dermo (MACKIN; OWEN; COLLIER, 1950) 
e posteriormente o protozoário foi descrito como Perkinsus marinus por 
Levine em 1987. 
Atualmente existem sete espécies descritas pertencentes ao gênero 
Perkinsus, sendo elas: P. marinus, que infecta a ostra americana 
C. virginica; P. olseni (= P. atlanticus) que infecta várias espécies 
de moluscos; P. qugwadi que infecta a vieira Patinopecten yessoensis; 
P. chesapeaki (= andrewsi) que infecta o berbigão Mya arenaria e 
outros bivalves; P. mediterraneus que infecta a ostra plana Ostrea edulis 
(VILLALBA et al.,  2004); P. honshuensis que infecta o  berbigão 
Ruditapes philippinarum no Japão (DUNGAN e REECE, 2006) e 
Perkinsus beihaiensis, que infecta as ostras Crassostrea hongkongensis 
e Crassostrea ariakensis do sul da China (MOSS et al., 2008). Entre 
essas espécies de Perkinsus, somente P. marinus e P. olseni são de 
declaração obrigatória pela Organização Mundial para Saúde Animal 
(OIE). 
O protozoário Perkinsus marinus é encontrado na Baía de 
Delaware, Baía de Chesapeake e Golfo do México (OIE, 2009). Em 
ostras, P. marinus tem como hospedeiros: C. virginica, C. ariakensis e 
Crassostrea gigas (BOWER; MCGLADDERY; PRICE, 1994; 
BERTHE, 2001; VILLALBA et al., 2004; OIE, 2009). Este protozoário 
foi responsável por significativas mortalidades em populações de ostras 
cultivadas em Massachusetts, EUA, durante os meses de verão 
(SMOLOWITZ e FORD, 1998). Dittman et al. (2001), relataram que 
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este patógeno foi responsável por grandes mortalidades e que 
possivelmente pode também causar efeitos subletais, afetando o 
crescimento e a reprodução do hospedeiro. Perkinus marinus foi 
também registrada no bivalve Mercenaria mercenaria na Flórida, com 
prevalência de 47 a 50% (MCCOY, 2005). Bushek et al. (2002) 
observaram que Crassostrea rhizophorae do Caribe é suscetível a 
Perkinsus marinus. Posteriormente, P. marinus foi detectada infectando 
a ostra Crassostrea virginica no Golfo do México (GULLIAN-
KLANIAN et al., 2008). 
Perkinsus olseni ocorre na Austrália, Nova Zelândia, Coreia, 
Japão, Kuwait, Portugal, Espanha, França, Itália e Uruguai (BOWER; 
MCGLADDERY; PRICE, 1994) e possui um grande espectro de 
moluscos hospedeiros (VILLALBA et al., 2004; OIE, 2009). 
O primeiro registro de P. olseni foi no abalone Haliotis rubra 
(LESTER e DAVIS, 1981). Posteriormente, foram detectadas 
mortalidades em Haliotis laevigata, também na Austrália (ROBLEDO; 
COSS; VASTA, 2000), no venerídeo Ruditapes decussatus em Portugal 
(AZEVEDO, 1989) e em Ruditapes philippinarum na Coreia do Sul 
(OIE, 2006). A partir daí, P. olseni foi detectada em diversas espécies de 
moluscos bivalves, entre elas: Pitar rostrata do Uruguai (CREMONTE; 
BALSEIRO; FIGUERAS, 2005); no bivalve R. philippinarum da Itália 
(ABOLLO et al., 2006); no berbigão Protothaca jedoensis da Coreia do 
Sul (PARK et al., 2006); Austrovenus stutchburyi da Nova Zelândia 
(DUNGAN et al., 2007) e em Tridacna crocea do Vietnã (SHEPPARD 
e PHILLIPS, 2008). Mais recentemente, P. olseni foi registrada 
infectando R. decussatus em águas do Mediterrâneo espanhol 
(ELANDALOUSSI et al., 2009). 
O fato de P. olseni ter sido identificada em P. rostrata do 
Uruguai contribuiu para incentivar a realização desse estudo sobre a 
ocorrência de Perkinsus sp. nos bivalves da costa brasileira, tendo em 
vista que esta espécie de molusco também ocorre no Brasil tendo sua 
distribuição geográfica do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul 
(RIOS, 1994).  
 
1.7.1. Aspectos da sintomatologia em animais infectados por 
Perkinsus. 
 
Alguns dos sinais da infecção por Perkinsus marinus na ostra 
Crassostrea virginica são aparência pálida da glândula digestiva, 
retração do manto, além do retardo no desenvolvimento das gônadas, 
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abertura da concha (gaping) e redução do índice de condição (BERTHE, 
2001; BOWER; MCGLADDERY; PRICE, 1994). 
Já com respeito a Perkinsus olseni, infecção avançada pode 
causar a formação de pústulas nas brânquias de Ruditapes decussatus e 
R. philippinarum (AZEVEDO, 1989) as quais nos abalones Haliotis rubra 
e H. laevigata podem chegar a mais de 8 mm de diâmetro, ocorrendo no 
pé e manto, reduzindo seu valor de mercado (BOWER; 
MCGLADDERY; PRICE, 1994). Perkinsus olseni causa nestes últimos 
a destruição do tecido conjuntivo e das células epiteliais dos túbulos 
digestivos. 
Através das análises histopatológicas, os trofozoítos de Perkinsus 
podem ser observados no tecido conjuntivo de vários órgãos (BOWER; 
MCGLADDERY; PRICE, 1994). Os trofozoítos apresentam morfologia 
típica circular com um vacúolo excêntrico ocupando uma grande área do 
citoplasma e um núcleo excêntrico com um nucléolo proeminente 
(VILLALBA et al., 2004). 
 
1.7.2. Transmissão e ciclo de vida de Perkinsus spp. 
 
O ciclo de vida do gênero Perkinsus inclui três formas do 
parasito: trofozoítos, hipnósporos e zoósporos. Os trofozoítos são 
células esféricas contendo um grande vacúolo que ocupa mais da metade 
do volume da célula e ocorrem intracelularmente no tecido conjuntivo e 
epitélios do hospedeiro. Os trofozoítos quando maduros passam por 
sucessivas divisões binárias (palintomia) envolvendo ciclos de 
cariocinese e citocinese resultando na formação de 2, 4 a 32 células 
dentro do envoltório celular original, com aspceto de roseta 
(VILLALBA et al., 2004) (Fig. 1A). Sua proliferação está associada, em 
alguns casos, às altas temperaturas de verão (maiores que 20°C) 
(BOWER; MCGLADDERY; PRICE, 1994). Quando os trofozoítos são 
incubados em meio líquido de tioglicolato, aumentam de tamanho, 
desenvolvem uma parede espessa e inicia-se uma nova fase conhecida 
por hipnósporo (RAY, 1952) (Fig. 1B). Quando os hipnósporos 
produzidos são transferidos para a água do mar, inicia-se a esporulação 
onde ocorrem sucessivas cariocineses e citocineses formando-se 
inúmeros zoósporos dentro da célula original (PERKINS, 1996) (Figura 
1C). Os zoósporos elipsoidais biflagelados deixam o zoosporângio 
através de um tubo de descarga o qual aparece sobre cada hipnósporo 
antes de qualquer divisão celular ter ocorrido (AZEVEDO, 1989). De 
acordo com Perkins (1996), os hipnósporos são precursores dos 
zoosporângios e, portanto, têm sido referidos como pré-zoosporângios. 
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O mecanismo de transmissão do patógeno é direto, de hospedeiro para 
hospedeiro e todos os estágios de vida são infectivos (VILLALBA et al., 
2004; OIE, 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Ciclo de vida de Perkinsus olseni parasitando o bivalve 
Ruditapes philippinarum. Fig. 1a. Trofozoítos no tecido do hospedeiro. Fig. 1b. 
Hipnósporo após incubação em meio de tioglicolato. Fig. 1c. Zoósporo após 
transferência para água do mar filtrada (modificado de CHOI et al., 2010).  
 
 
2. Justificativa 
 
Nas últimas décadas, a aquicultura tem sido uma alternativa 
viável para suprir, em parte, a carência de alimentos. No entanto, ao 
longo de seu desenvolvimento, as atividades aquícolas, de um modo 
geral são afetadas por um grande número de epizootias, as quais têm 
trazido graves prejuízos econômicos em diversas partes do mundo (OIE, 
2009). 
Entre as práticas aquícolas, o cultivo de moluscos vem se 
intensificando e as enfermidades estão entre os fatores que podem 
causar mortalidades nas populações naturais e/ou cultivadas. Nos 
últimos anos, pesquisas relacionadas à patologia de bivalves da costa 
brasileira vêm sendo feitas principalmente devido ao crescimento dos 
cultivos e sua importância econômica (BOEHS e MAGALHÃES, 2004; 
a 
b 
c 
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SABRY e MAGALHÃES, 2005; SABRY et al., 2007; SABRY et al., 
2009; BOEHS et al., 2009 e 2010; da SILVA et al., 2009; SUÁREZ-
MORALES et al., 2010). 
No Brasil, a ostreicultura apesar de ser uma atividade 
relativamente nova apresenta aumento a cada ano. Contudo, as 
pesquisas sobre patologia de moluscos ainda são incipientes. Portanto, 
há a necessidade de investir em pesquisas nessa área, para conhecer os 
potenciais patógenos presentes na região que possam resultar em 
mortalidades em ambientes natural e de cultivo. Além disto, a falta de 
informações sobre patógenos nos moluscos pode inviabilizar a sua 
exportação e assim prejudicar o desenvolvimento da malacocultura 
brasileira. O monitoramento frequente da saúde dos moluscos, tanto em 
estoques naturais como em cultivos é primordial para a detecção de 
patógenos e também para a adoção de estratégias de controle das 
enfermidades. 
Pelo fato de Perkinsus ser um gênero com dois representantes 
listados pela Organização Mundial de Saúde Animal (OIE) um estudo 
focalizado neste protozoário torna-se fundamental. Também contribui o 
fato deste patógeno ter sido registrado no Golfo do México e no 
Uruguai. 
O projeto proposto irá contribuir para o conhecimento de 
parasitoses ainda desconhecidas que podem afetar as populações de 
ostras do litoral brasileiro. Além disso, o diagnóstico de patógenos de 
declaração obrigatória em moluscos é importante para o setor produtivo, 
tendo em vista que a OIE classifica os moluscos livres de patógenos de 
declaração obrigatória, aptos para exportação para outras zonas de 
produção. 
Pelo fato de não ter havido um monitoramento de ocorrência de 
Perkinsus nos moluscos da costa do Brasil, a realização de diagnósticos 
segundo padrões internacionais irá trazer real conhecimento sobre essa 
enfermidade em ostras do litoral brasileiro e irá auxiliar em tomada de 
medidas preventivas. Vale salientar que esse estudo permitirá a detecção 
de outros patógenos que venham a ocorrer nos animais estudados. 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1. Objetivo geral 
 
Contribuir para o conhecimento das enfermidades que acometem 
as ostras Crassostrea rhizophorae e C. gigas da Ilha de Santa Catarina, 
SC e de C. rhizophorae do Estuário do Rio Pacoti, CE, com ênfase em 
Perkinsus. 
  
3.2. Objetivos específicos 
 
3.2.1. Investigar as patologias na ostra Crassostrea gigas de cultivo e de 
C. rhizophorae de estoque natural da Ilha de Santa Catarina – SC; 
 
3.2.2. Investigar as patologias na ostra Crassostrea rhizophorae do 
Estuário do Rio Pacoti – CE; 
 
3.2.3. Padronizar a técnica de RFTM para detecção do protozoário do 
gênero Perkinsus em ostras de Santa Catarina e Ceará.  
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CAPÍTULO II – Estudo patológico de ostras Crassostrea gigas de 
cultivo e C. rhizophorae de estoque natural da Ilha de Santa 
Catarina, SC, Brasil. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O artigo será enviado para publicação no periódico Aquaculture, 
tendo sido redigido segundo as normas da referida revista científica. 
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RESUMO 
 
O presente trabalho faz um relato dos patógenos encontrados na 
ostra japonesa Crassostrea gigas cultivada e ostra-de-mangue 
Crassostrea rhizophorae de populações naturais de dois locais, Sambaqui 
(27°29'18'' S, 48°32'1'' W) e Ribeirão da Ilha (27°42'51'' S, 48°34'6'' W) 
da Ilha de Santa Catarina, Brasil. As ostras foram coletadas em março de 
2008 e abril de 2009, sendo 150 por local, ano e condição (costão e cultivo). 
Para o estudo patológico, as técnicas utilizadas foram: exame macroscópico, 
histologia e o cultivo de tecidos em meio líquido tioglicolato específico 
para Perkinsus. Os resultados mostraram: a presença de poliqueta 
Polydora sp., com prevalências altas (até 100%) em C. gigas; hipertrofia 
gamética em C. rhizophorae do Ribeirão da Ilha e C. gigas do 
Sambaqui e Ribeirão da Ilha com prevalências baixas (3,3%); bactérias 
do tipo rickettsia, com maior prevalência em C. gigas (30%) do que 
em C. rhizophorae causando alteração no epitélio do estômago. Não foi 
detectada a presença de Perkinsus em nenhuma amostra de ostra analisada 
de nenhuma localidade. Ciliados do gênero Trichodina foram observados 
entre as lamelas branquiais, túbulos digestivos e aderidas às brânquias das 
ostras do Ribeirão da Ilha, com maior prevalência em C. rhizophorae 
(50%) e sem causar lesão. Protozoários do tipo Sphenophrya foram 
encontrados nas brânquias de C. gigas e C. rhizophorae, sendo a maior 
prevalência em C. gigas do Sambaqui (70%) não causando alterações nas 
brânquias. Protozoários do gênero Ancistrocoma foram detectados nos 
túbulos digestivos de C. gigas (36,7%) e em C. rhizophorae (40%) do 
Sambaqui, em baixa intensidade e sem causar danos aparentes. 
Microsporídeos do tipo Steinhausia foram observados no citoplasma dos 
ovócitos de C. rhizophorae e C. gigas com prevalências de até 33,3%. A 
intensidade de infecção nos animais foi baixa, com apenas uma ostra 
apresentando mais de 50 ovócitos infectados. Os esporocistos do patógeno 
causaram alteração na estrutura normal do citoplasma dos ovócitos. 
Protozoários do gênero Nematopsis foram observados no tecido 
conjuntivo das brânquias e manto com prevalências elevadas (até 100 %) 
em C. rhizophorae do Sambaqui, sem resposta de defesa do hospedeiro. 
Os metazoários observados foram: turbelários do tipo Urastoma, 
metacestóide do gênero Tylocephalum e copépode possivelmente do 
gênero Pseudomiycola, todos em baixa prevalência. Nenhuma das 
ocorrências patológicas encontradas parece causar danos significativos 
nas ostras, uma vez que foram encontrados em baixa intensidade. No 
entanto, pela grande importância socioeconômica que os moluscos 
representam para o Estado de Santa Catarina é preciso manter o 
monitoramento do estado de saúde destas populações. 
 
Palavras chave: ostras, ostreicultura, patógenos, histopatologia. 
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1. Introdução 
 
O Estado de Santa Catarina é o maior produtor brasileiro de 
moluscos, contribuindo com 95% da produção nacional, sendo 
representado pelo cultivo do mexilhão Perna perna (Bivalvia: 
Mytilidae), a ostra japonesa Crassostrea gigas (Bivalvia: Ostreidae) e a 
vieira Nodipecten nodosus (Bivalvia: Pectinidae), que já está sendo 
cultivada comercialmente no Estado. No entanto, estudos sobre as 
doenças nesses bivalves ainda são escassos quando comparados a outras 
partes do mundo, onde as patologias de moluscos explorados 
comercialmente são bem conhecidas (Bower et al. 1994). Só nos últimos 
anos, as pesquisas sobre o estado de saúde de bivalves marinhos da 
costa brasileira vêm sendo intensificadas (da Silva et al. 2002; Boehs e 
Magalhães, 2004; Sabry e Magalhães, 2005; Sabry et al. 2007; Boehs et 
al. 2009, Suárez-Morales et al. 2010) devido principalmente à expansão 
dos cultivos.  
A mortalidade em massa de verão da ostra japonesa (C. gigas) 
cultivada em Santa Catarina foi registrada pela primeira vez em 
dezembro de 1987. No verão de 89/90 a mortalidade de verão alcançou 
89,5% (Silveira Jr., 1997). O fenômeno foi associado ao estresse 
causado pelo período reprodutivo, elevadas temperaturas da água e 
talvez a presença de bactérias do gênero Nocardia (Silveira Jr., 1997). 
As bactérias, assim como os vírus, quando em elevadas intensidades 
podem causar mortalidades em moluscos (Gulka et al. 1983; Villalba et 
al. 1999; Paillard et al. 2004; Renault e Novoa, 2004), mas não o fazem 
em baixas intensidades (Carballal et al. 2001; Cremonte et al. 2005). 
Os Protozoários são importantes patógenos podendo causar 
mortalidade em várias espécies de moluscos em todo o mundo. 
Com relação aos protozoários, Nematopsis spp. (Apicomplexa: 
Porosporidae) utilizam bivalves marinhos como hospedeiros 
intermediários (Azevedo e Cachola, 1992; Carballal et al. 2001) mas há 
controvérsias quanto a sua patogenicidade (Lauckner, 1983). 
Nematopsis sp. foi descrito em ostras C. gigas e C. rhizophorae 
cultivadas na Praia da Ponta do Sambaqui, Ilha de Santa Catarina 
(Brasil) (Sabry e Magalhães, 2005). Trichodina (Ciliophora: 
Trichodinidae) pode causar a destruição dos filamentos branquiais e 
comprometer o ganho de peso dos animais (Figueras e Villalba, 1988; 
Bower et al. 1994). Trichodina sp. foi observada em C. rhizophorae 
(Sabry e Magalhães, 2005) e em Anomalocardia brasiliana (Bivalvia: 
Veneridae) da Iha de Santa Catarina (Boehs e Magalhães, 2004), mas 
sem causar danos sérios aos hospedeiros. Recentemente, para ostras 
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dessa região foram registrados os protozoários dos gêneros 
Sphenophrya, Ancistrocoma (Ciliophora) e Steinhausia (Microspora) 
(Pontinha, 2009; da Silva et al. 2010). Sphenophrya pode causar 
hipertrofia celular no hospedeiro e formar tumores denominados 
xenomas (Winstead et al. 2004; Boehs et al. 2009). Porém, não há 
registros de mortalidade associada à infecção por este patógeno 
(Lauckner, 1983; Bower et al. 1994; Winstead et al. 2004). Infecção por 
Ancistrocoma também não tem sido associada a patologias (Bower et al. 
1994). No caso de parasitismo por Steinhausia (microsporídio que 
infecta o citoplasma dos ovócitos), é observada reação imunológica ou 
inflamatória pelo hospedeiro, caracterizada pela intensa infiltração de 
hemócitos (Green et al. 2008). Steinhausia já foi detectado em 
populações de Cerastoderma edule (Bivalvia: Cardiidae) da costa da 
Galícia, Espanha sem causar danos patológicos significativos nos 
animais infectados (Carballal et al. 2001). 
Metazoários do gênero Tylocephalum (Cestoda: 
Tetragonocephalidae) foram observados em baixas prevalências e 
intensidades de infestação em Crassostrea gigas (Sabry e Magalhães, 
2005) e em Anomalocardia brasiliana da Ilha de Santa Catarina (Boehs 
e Magalhães, 2004). O turbelário Urastoma cyprinae foi registrado em 
mexilhões Mytilus galloprovincialis do Mar Negro (Murina e 
Solonchenko, 1991) e da Espanha (Robledo et al. 1994) e em Mytilus edulis 
de Portugal (dos Santos e Coimbra, 1995) causando severas alterações 
nas brânquias; Poliquetas do gênero Polydora (Polychaeta: Spionidae) 
são comumente encontrados na ostra japonesa C. gigas (Ibbotson, 2002; 
Sabry e Magalhães, 2005; Pontinha, 2009; da Silva et al. 2010)  
cultivada e em outros bivalves como o mexilhão Perna perna (da Costa, 
2007) e Anomalocardia brasiliana (Boehs e Magalhães, 2004)  da  Ilha  
de Santa Catarina. Entre os copépodes, Pseudomyicola spinosus 
(Copepoda: Myicolidae) é comumente encontrada em bivalves marinhos 
(Ho e Kim, 1991; Cáceres-Martínez et al. 2005) e quando em baixa 
prevalência e intensidade não causa patologias (Bower et al. 1994). No 
Brasil, análises histopatológicas no mexilhão P. perna cultivado em 
Santa Catarina, revelaram que a presença de cópepodes do gênero 
Monstrilla causou alterações na estrutura da borda do manto com 
intensa infiltração hemocitária (Suárez-Morales et al. 2010). 
Nenhum dos patógenos acima relacionados é de declaração 
obrigatória à Organização Mundial para a Saúde Animal (OIE). 
Atualmente, segundo esta organização, os patógenos considerados de 
declaração obrigatória para moluscos são: protozoários Haplosporidia: 
Bonamia ostreae e B. exitiosa; Paramyxea: Marteilia refringens; Perkinsozoa: 
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Perkinsus marinus e P. olseni; a bactéria Xenohaliotis californiensis e o 
vírus de tipo Herpes que afeta abalones.  
Considerando a importância socioeconômica dos bivalves para o 
Estado de Santa Catarina, o presente trabalho faz um relato dos 
patógenos encontrados na ostra Crassostrea gigas cultivada e na ostra-
do-mange C. rhizophorae de costões próximos aos cultivos, na Ilha de 
Santa Catarina, SC. 
 
2. Materiais e métodos 
 
2.1. Amostragem das ostras  
 
Exemplares da ostra-do-mangue Crassostrea rhizophorae (Ntotal 
= 600) e da ostra japonesa C. gigas (Ntotal = 600) foram coletados em 
dois locais da Ilha de Santa Catarina: no Sambaqui (Baía Norte, 
27º29'18"S – 48º32'12"W) e no Ribeirão da Ilha (Baía Sul, 27°42'51"S – 
48°34'6"W). As coletas foram realizadas nos meses de março de 2008 e 
abril de 2009. Em cada mês foram coletadas 150 ostras de cada espécie 
e local. 
As ostras C. rhizophorae foram retiradas do costão rochoso, 
localizado na zona intermareal, a 70 e 200 metros de distância dos 
cultivos de ostras C. gigas no Sambaqui e Ribeirão da Ilha, 
respectivamente. Os exemplares de C. gigas foram coletados de 
lanternas de cultivo penduradas em long-lines no Sambaqui, 
pertencentes ao Laboratório de Cultivo de Moluscos da Universidade 
Federal de Santa Catarina e no Ribeirão da Ilha, pertencentes a uma 
ostreicultora. As ostras tinham tamanho comercial, correspondendo a 
um tempo de cultivo de 9-12 meses.  
As ostras foram medidas (altura da concha segundo Galtsoff 
1964), e abertas para observação macroscópica da concha e órgãos 
internos (manto, brânquias, gônada e glândula digestiva), para verificar 
a ocorrência de alterações patológicas. 
Todos os animais coletados em cada ponto (N= 150) foram 
submetidos individualmente à técnica do cultivo em meio líquido de 
tioglicolato de Ray (Ray’s fluid thioglycollate medium, RFTM, item 2.2) 
e 30 foram aleatoriamente selecionados para análise histopatológica 
(item 2.3). 
A temperatura e a salinidade da água do mar foram medidas em 
cada local e data de coleta utilizando-se termômetro e refratômetro, 
respectivamente. A temperatura da água no Sambaqui foi de 24°C em 
2008 e 2009 e no Ribeirão da Ilha de 22 e 26°C para os anos de 2008 e 
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2009, respectivamente. A salinidade foi de 32‰ (2008) e 35 ‰ (2009) 
no Sambaqui e de 26‰ (2008) e 34 ‰ (2009) no Ribeirão da Ilha 
(Tabela 1). 
 
2.2. Incubação de tecidos em meio líquido de tioglicolato de Ray 
(RFTM) 
 
Duas demibrânquias e o reto de cada animal foram incubados em 
meio líquido de tioglicolato por 7 dias no escuro e a temperatura 
ambiente (± 28ºC). Após o período de incubação, os tecidos foram 
coletados, macerados sobre uma lâmina e corados com solução de lugol, 
segundo o método descrito por Ray (1954). O preparado foi observado ao 
microscópio óptico para verificar a presença de hipnósporos de Perkinsus, 
os quais são esféricos e as paredes se coram de azul ou negro azulado. 
 
2.3. Preparações histológicas 
 
De cada ostra (N= 30 por local, espécie e ano), uma secção 
transversal do animal foi retirada amostrando-se vários órgãos, entre 
eles: brânquias, gônada e glândula digestiva. Os tecidos foram fixados 
em Solução de Davidson (Shaw e Battle, 1957) por 24 h, desidratados 
em uma série gradativa de álcool até 100%, diafanizados em xilol e 
impregnados em parafina histológica a 60oC. Cortes de 5 µm foram 
realizados e posteriormente corados com hematoxilina de Harris e 
eosina (Howard et al. 2004). Os cortes obtidos foram analisados em 
microscópio óptico.  
A prevalência dos patógenos foi calculada como sendo o número 
de animais parasitados sobre o número total de ostras coletadas em cada 
ponto de coleta (Bush et al. 1997). 
 
3. Resultados 
 
3.1. Biometria 
 
A biometria das ostras Crassostrea rhizophorae (costão) e 
Crassostrea gigas (cultivo) do Sambaqui e Ribeirão teve como objetivo 
verificar o tamanho dos animais que seriam submetidos às análises 
patológicas, sem, contudo, fazer comparações sobre o crescimento dos 
animais nos dois locais amostrados; e não teve o objetivo de relacionar o 
tamanho dos animais com a presença e/ou ausência de parasitismo. As 
alturas médias (mm) das ostras em 2008 e 2009 encontram-se na tabela 1. 
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3.2. Análises macroscópicas 
 
As observações macroscópicas não evidenciaram a presença de 
abscessos ou pústulas em nenhum dos órgãos analisados nas duas 
espécies estudadas. A alteração macroscópica predominante foi o 
parasitismo pelo poliqueta do gênero Polydora nas valvas das ostras. A 
infestação por Polydora foi caracterizada pela presença de tubos 
horizontais e verticais. Eventualmente os tubos perfuraram o tecido 
atingindo a glândula digestiva. Também foram observadas bolhas de 
lodo cobertas por camadas de conchiolina ocupando uma parte 
representativa da região interna das valvas dos animais.  
As maiores prevalências de Polydora em ostras nativas 
Crassostrea rhizophorae foram observadas nas coletas em 2008, no 
Sambaqui (81,3%) e Ribeirão da Ilha (67,3%) (Tabela 1). Com relação a 
Crassostrea gigas, as prevalências alcançadas foram máximas (100%) 
nos dois locais de estudo e nos dois anos de amostragem (Tabela 1). 
 
3.3. Incubação de tecidos em meio líquido de tioglicolato de Ray 
(RFTM) 
 
Para as duas espécies de ostras investigadas quanto à presença de 
Perkinsus pelo método de RFTM, todos os indivíduos resultaram 
negativos, ou seja, não houve presença desse protozoário.  
A técnica do cultivo dos tecidos em meio líquido de tioglicolato 
(RFTM) se mostrou eficaz para a detecção do protozoário Nematopsis. 
Ainda que Nematopsis não tenha se corado pelo lugol, este se 
apresentou bastante refringente e era facilmente observado entre as 
células das brânquias das ostras em objetiva de 20x. A prevalência de 
Nematopsis por RFTM em C. rhizophorae do Sambaqui foi alta e variou 
de 90 a 96% (Tabela 1). 
 
3.4. Análises histopatológicas 
 
As análises histológicas evidenciaram: hipertrofia dos gametas 
masculinos, bactérias do tipo rickettsia e protozoários dos gêneros 
Trichodina, Sphenophrya, Ancistrocoma, Steinhausia e Nematopsis. 
Entre os metazoários foram observados o turbelário do gênero 
Urastoma, o cestóide Tylocephalum e um copépode possivelmente do 
gênero Pseudomiycola (Tabela 1). Todavia nenhuma das alterações 
histopatológicas encontradas no presente estudo representou risco à 
saúde das ostras. 
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3.4.1. Hipertrofia dos gametas 
 
Nos folículos gonádicos masculinos de ostras de ambas as 
espécies foram evidenciadas células hipertrofiadas com diâmetro 
variando entre 15 a 36 µm. Estas células apresentavam um conteúdo 
acidófilo e uma região periférica basófila (Fig. 1A). Somente três ostras 
apresentaram tal patologia: uma Crassostrea rhizophorae do Ribeirão 
da Ilha, coletada em 2009; uma Crassostrea gigas do Ribeirão da Ilha, 
coletada em 2008 e outra do Sambaqui em 2009, resultando em 
prevalência baixa (3,3%) (Tabela 1). 
 
3.4.2. Bactérias do tipo rickettsia 
 
Bactérias do tipo rickettsia foram visualizadas em C. rhizophorae 
e C. gigas do Sambaqui e do Ribeirão da Ilha em 2008 e 2009. As 
bactérias formavam colônias intracitoplasmáticas com caráter basófilo e 
com tamanho variando de 7 a 30 µm nas células epiteliais dos túbulos 
digestivos (Fig. 1B). Na maior parte das ostras investigadas a 
intensidade de infecção foi baixa (1 a 5). Em apenas uma ostra 
Crassostrea rhizophorae também foram observadas cinco colônias 
destas bactérias no epitélio do estômago, causando alteração no 
citoplasma da célula epitelial (Fig. 1C). A maior prevalência de 
bactérias foi de 30% em C. gigas do Ribeirão da Ilha no ano de 2009 
(Tabela 1). 
 
3.4.3. Protozoários 
 
Ciliados do gênero Trichodina foram observados aderidos às 
lamelas branquiais e livres no lúmen dos túbulos digestivos de 
Crassostrea rhizophorae e C. gigas, provenientes do Ribeirão da Ilha 
(Fig. 1D e 1E). Nas brânquias foram observados até 4 ciliados/corte 
histológico e nos túbulos digestivos mais de 5 por ostra. Trichodina em 
vista lateral apresentou a típica forma de meia lua, possuindo um núcleo 
basófilo evidente (Fig. 1D). Nas brânquias, esses ciliados apresentaram 
tamanhos variando de 12 a 47 µm e nos túbulos digestivos de 10 a 20 
µm. Nas extremidades do patógeno foram observadas estruturas 
(ganchos) utilizadas para fixação no hospedeiro (Fig. 1E). A maior 
prevalência em C. gigas foi de 13,3% em 2008. Em C. rhizophorae, 
estes ciliados foram observados somente em 2009 no Ribeirão da Ilha, 
com prevalência alta (50%) (Tabela 1). 
 Tabela 1. Prevalência (%) de patógenos e alterações patológicas nas ostras Crassostrea gigas (G) e C. rhizophorae (R) em dois 
pontos da Ilha de Santa Catarina, Sambaqui (SAM) e Ribeirão da Ilha (RIB), em março-abril de 2008 e 2009. Análises 
macroscópicas (AM, N=150), incubação de tecidos em meio líquido de tioglicolato de Ray (RFTM, N= 150) e cortes 
histológicos (CH, N= 30). Altura média das ostras (mm) e Desvio Padrão (DP). 
 
 
 
 
2008 2009 
SAM RIB SAM RIB 
G R G R G R G R 
Altura (mm) ± DP 
96,7±14,3 55,3±10,3 84,2±15,8 49,6±6,4 98,1±10 59,6±5,1 104,9±12 58,2±5,4 
Patógenos e alterações 
patológicas 
T. 24 °C; Sal. 32 ‰ T. 22 °C; Sal. 26 ‰ T. 24 °C; Sal. 35 ‰ T. 26 °C; Sal. 34 ‰ 
Hipertrofia do gameta - - 3,3 - 3,3 - - 3,3 
Bactérias do tipo Rickettsia 16,7 10,0 6,7 13,3 10,0 13,3 30,0 10,0 
Protozoários  
Trichodina sp. - - 13,3 - - - 3,3 50,0 
Sphenophrya sp. 46,7 6,7 20,0 26,7 70,0 33,3 13,3 46,7 
Ancistrocoma sp. 36,6 6,7 36,7 10,0 - 40,0 6,7 23,3 
Steinhausia sp. 26,7 16,7 - 23,3 16,7 33,3 3,3 30,0 
Nematopsis sp. (CH) - 96,6  23,3 - 100 - 50,0 
Nematopsis sp.(RFTM) 4,7 90,0 1,3 35,3 - 96,0 - 88,0 
Metazoários   
Polydora sp. (AM) 100 81,3 100 67,3 100 18,7 100 22,7 
Urastoma sp. - 6,7 6,7 - - 3,3 - 6,7 
Tylocephalum sp. 3,3 - - - 3,3 - - - 
Copépode - - - 3,3 - - - - 
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Outro ciliado, Sphenophrya sp., foi visualizado na base dos 
filamentos branquiais (Fig. 1F). O ciliado tinha forma ovalada e/ou 
redonda, contendo macronúcleo basófilo, um citoplasma com caráter 
eosinófilo e tamanho variando de 9 a 17 µm. A maior prevalência de 
Sphenophrya foi observada em Crassostrea gigas do Sambaqui, em 
2009 (70%) e a menor (6,7%), em Crassostrea rhizophorae também do 
Sambaqui, em 2008 (Tabela 1). De um modo geral, a intensidade foi 
baixa com exceção de apenas 3 animais (C. rhizophorae do Sambaqui) 
que apresentaram cada um mais de 250 ciliados no total da brânquia 
analisada no corte histológico. Não foi detectada alteração nas brânquias 
nem reação do hospedeiro. 
Ciliados do gênero Ancistrocoma foram observados no lúmen dos 
túbulos digestivos. Os ciliados apresentavam forma ovalada, núcleo 
basofílico e citoplasma eosinófilo (Fig. 2A) com tamanho variando de 12 a 
26 µm. As maiores prevalências foram observadas nas ostras C. rhizophorae 
do Sambaqui, em 2009 (40%) e C. gigas do Sambaqui (36,7%) e 
Ribeirão da Ilha (36,7%), em 2008. A intensidade por este ciliado foi 
baixa, com um máximo de 4 ciliados/corte histológico. 
O microsporídeo Steinhausia foi detectado no citoplasma dos 
ovócitos das ostras (Fig. 2B). Os vacúolos contendo as células do 
patógeno algumas vezes ocupavam uma porção representativa do 
citoplasma. As maiores prevalências desse protozoário foram 
observadas em 2009, em C. rhizophorae do Sambaqui (33,3%) e 
Ribeirão da Ilha (30%). A intensidade de infecção na maioria dos 
animais variou de 1 a 35 ovócitos infectados/corte histológico. Porém, 
em uma ostra C. gigas do Sambaqui foram observados mais de 50 
ovócitos contendo os esporos do patógeno, sem resposta de defesa. 
Um protozoário do gênero Nematopsis foi observado infectando o 
tecido conjuntivo de vários órgãos, como as brânquias e o manto (Fig. 
2C). Os oocistos de Nematopsis densamente basófilos tinham tamanhos 
variando de 8 a 14 µm, parede hialina e foram encontrados de 1 a 
4/fagócito. As prevalências encontradas após observação dos cortes 
histológicos foram altas em C. rhizophorae do Sambaqui (96,6% em 
2008 e 100% em 2009). Já em C. gigas, este patógeno não foi detectado 
em nenhum dos locais estudados. Apesar das elevadas prevalências de 
Nematopsis sp. em C. rhizophorae, não foi observada resposta do 
hospedeiro. A intensidade de infecção foi baixa, com poucos 
oocistos/corte histológico.  
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3.4.4. Metazoários 
 
Turbelários do gênero Urastoma foram encontrados próximos às 
brânquias da ostra Crassostrea rhizophorae do Ribeirão da Ilha e 
também em C. rhizophorae do Sambaqui e Ribeirão da Ilha. Estes 
apresentavam tamanhos variando de 162,5 a 245 µm (Fig. 2D). A maior 
prevalência observada foi de 6,7% (Tabela 1). A intensidade de 
infestação foi baixa, tendo sido registrado no máximo dois turbelários 
por ostra e sem causar dano aparente nas brânquias.  
Larvas de cestóides do gênero Tylocephalum foram registradas 
somente em ostras japonesas e no Sambaqui com prevalência de 3,3% 
(1/30) nas coletas de março-abril de 2008 e 2009. As larvas 
encontravam-se encapsuladas por várias camadas de células achatadas 
Além da reação de encapsulamento, não se observou outra alteração nos 
tecidos do hospedeiro (Fig. 2E).  
Um copépode possivelmente do gênero Pseudomiycola foi 
detectado no lúmen de um túbulo digestivo secundário de ostra de 
mangue C. rhizophorae do Ribeirão da Ilha (Fig. 2F). Esse parasita 
media 900 µm e causou a ruptura da parede deste túbulo. 
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Figura 1. Alterações patológicas e patógenos detectados em tecidos de 
Crassostrea gigas e C. rhizophorae do Sambaqui e Ribeirão da Ilha (Ilha de 
Santa Catarina, Brasil) em março-abril de 2008 e 2009. Fig. 1a. Células 
hipertrofiadas na parede do folículo masculino (seta). Fig. 1b. Colônia de 
bactéria do tipo rickettsia (seta) no citoplasma de célula epitelial do túbulo 
digestivo. Fig. 1c. Colônias de bactérias do tipo rickettsia no citoplasma de 
célula epitelial do estômago. Fig. 1d. Trichodina sp. (seta) nos filamentos 
branquiais, mostrando núcleo evidente. Fig. 1e. Detalhe das estruturas de 
fixação (seta) de Trichodina. Fig. 1f. Ciliado Sphenophrya sp. (seta) em contato 
com as brânquias. Barras = 20µm. 
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Figura 2.  Patógenos observados em tecidos de Crassostrea gigas e C. rhizophorae 
do Sambaqui e Ribeirão da Ilha (Ilha de Santa Catarina, Brasil) em março-abril 
de 2008 e 2009. Fig. 2a. Ancistrocoma sp. (seta) no lúmen de um túbulo 
digestivo. Fig. 2b. Vacúolo parasitário com esporos de Steinhausia sp. (seta) no 
citoplasma de um ovócito. Fig. 2c. Oocistos de Nematopsis sp. na glândula 
digestiva. Fig. 2d. Urastoma sp. entre os filamentos branquiais. Fig. 2e. 
Tylocephalum sp. no tecido conjuntivo ao redor dos túbulos digestivos. Fig. 2f. 
Copépode (seta) causando ruptura da parede de um túbulo digestivo. Veja detalhes 
dos apêndices (seta). Barras = Figs. a; b; c = 20 µm; Figs. d; e; f =50 µm. 
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4. Discussão 
 
O presente estudo registrou diversos patógenos com diferentes 
prevalências e intensidades nas duas espécies de ostras estudadas. 
Todavia, nenhum destes representou risco às populações de ostras 
estudadas. 
O poliqueta do gênero Polydora esteve presente com elevadas 
prevalências (até 100%) em Crassostrea gigas dos dois locais 
estudados. No entanto, os produtores não relataram mortalidades nos 
períodos das coletas, mostrando que apesar de sua alta prevalência os 
possíveis danos não levam a morte da ostra. Para os mesmos locais já 
foram documentadas prevalências similares (Ibbotson, 2002; Sabry e 
Magalhães, 2005) deste poliqueta. Infestações por Polydora sp. são 
comuns em bivalves de diversas parte do mundo e parece que o maior 
prejuízo é para  o produtor, pois os tubos horizontais e verticais com 
coloração escura e as bolhas de lodo na concha influenciam 
negativamente o valor de mercado dos moluscos. No presente estudo, as 
ostras Crassostrea rhizophorae coletadas em 2009 apresentaram 
prevalências de Polydora inferiores às encontradas em ostras japonesas 
Crassostrea gigas no mesmo período. Este fato poderia sugerir que a 
ostra C. rhizophorae fosse mais resistente ao ataque de poliquetos. No 
entanto, para o ano de 2008 nos dois locais (Sambaqui e Ribeirão da 
Ilha), as prevalências de Polydora em C. rhizophorae foram altas 
merecendo, portanto, um monitoramento constante para melhor 
compreensão sobre a suscetibilidade de C. rhizophorae ao ataque dos 
poliquetas. 
Os resultados obtidos pela técnica do cultivo de tecidos em meio 
de tioglicolato para o diagnóstico de Perkinsus mostraram que as ostras 
de bancos naturais assim como as ostras japonesas cultivadas não são 
afetadas por este patógeno. Estudos nas populações de moluscos da Ilha 
de Santa Catarina, utilizando  esta técnica específica para o diagnóstico 
do protozoário do gênero Perkinsus são recentes. As primeiras pesquisas 
com RFTM foram realizadas em 2008 por da Silva et al. (2010), para 
C. rhizophorae e Anomalocardia brasiliana, que também obtiveram 
resultados negativos. No Brasil, apenas um trabalho com C. rhizophorae 
da Bahia faz referência ao uso dessa técnica e também não detectou 
Perkinsus sp. nas ostras analisadas (Nascimento et al. 1986). No bivalve 
unha-de-velho (Tagelus plebeius) da Praia do Pontal da Daniela, SC, 
também não foi detectada a presença de Perkinsus sp. quando esta 
técnica foi utilizada (da Silva et al. 2009). 
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As hipertrofias dos gametas masculinos observadas nas ostras 
Crassostrea rhizophorae (Ribeirão da Ilha) e em Crassostrea gigas 
(Ribeirão da Ilha e Sambaqui) possivelmente foram causadas por um 
vírus. A presença de núcleo hipertrofiado com grânulos intensamente 
basofílicos na periferia das células, sugere a presença de vírus das 
famílias Papillomaviridae e Polyomarviridae, que causam a enfermidade 
conhecida por Hipertrofia Gametocítica Viral (VGH, Viral gametocytic 
hypertrophy) (Bower et al. 1994). Essa doença foi registrada em 
moluscos bivalves, incluindo as ostras C. gigas e C. rhizophorae (Bower 
et al. 1994). O primeiro relato dessa doença foi feito por Farley (1976). 
A partir de então, essa enfermidade foi documentada em vários 
moluscos bivalves (Choi et al. 2004; Winstead et al. 2004; Garcia et al. 
2006; Meyers et al. 2009). A prevalência da hipertrofia gametocítica 
detectada nas ostras do presente estudo foi baixa e não foram observadas 
infiltrações de hemócitos ou lesões nos tecidos, além da alteração do 
gameta infectado. Em C. gigas da Coreia do Sul, as prevalências de 
VGH variaram de 3,3 a 7,1%, a intensidade de infecção foi baixa e não 
foram detectadas respostas de defesa do hospedeiro (Choi et al. 2004). 
Já em C. gigas na França, as prevalências de VGH foram baixas (3,3 a 
13,3%) e intensidade de infecção também. Os autores observaram lesões 
na gônada de alguns animais, porém com ausência de reação 
hemocitária e sem efeitos letais sobre as ostras (Garcia et al. 2006).  
No presente estudo, colônias de bactérias do tipo rickettsia foram 
observadas nos epitélios dos túbulos digestivos e, em apenas uma ostra 
C. rhizophorae, foi detectada no epitélio do estômago. Apesar das 
prevalências encontradas terem sido de até 30%, não houve dano 
considerável nos animais. Em berbigões Cerastoderma edule da 
Espanha, a infecção por colônias bacterianas do tipo rickettsia foi de 
baixa intensidade e não foi observada resposta do hospedeiro frente à 
infecção (Carballal et al. 2001), ao contrário do que foi relatado em 
ostras C. gigas da costa Atlântica da França, quando uma infecção 
intensa causou lesões e mudança na estrutura normal das brânquias 
(Renault e Cochennec, 1994). Bactérias do tipo rickettsia causaram 
infecções intensas e danos severos nas células epiteliais da brânquia, 
glândula digestiva e manto da ostra Crassostrea ariakensis da Província 
de Guangdong, China (Sun e Wu, 2004). No entanto, os danos que as 
bactérias do tipo rickettsia causam nas células dos hospedeiros parecem 
diferir entre os moluscos (Villalba et al. 1999; Wu e Pan, 2000; Cremonte 
et al. 2005; da Silva et al. 2005; Grenn et al. 2008; Boehs et al. 2010).  
Ciliados são organismos que habitam a cavidade paleal dos 
bivalves sem causar danos ao hospedeiro (McGladdery e Bower, 2001). 
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No presente estudo, a prevalência do ciliado Trichodina na ostra 
Crassostrea rhizophorae foi alta (50%), porém menor que a observada 
na vieira Aequipecten tehuelchus (100%) da Patagônia, Argentina por 
Cremonte et al. (2005). A maior prevalência de Trichodina observada 
apenas nas ostras de estoques naturais do Ribeirão da Ilha, 
possivelmente pode estar relacionada com a elevada concentração de 
matéria orgânica e consequentemente condições de qualidade de água 
inadequadas (Akşit et al. 2008). A ocorrência de Trichodina parece ser 
maior em hospedeiros de áreas poluídas, sendo, portanto, um patógeno 
bioindicador de poluição (Lauckner, 1983). Ainda, o fato de Trichodina 
ter sido observada em maior quantidade livre nos túbulos digestivos das 
ostras investigadas, poderia indicar uma elevada quantidade desse 
protozoário no ambiente, no dia da coleta. Ciliados do gênero 
Trichodina ocorrem mundialmente em vários moluscos bivalves 
(Boussaïd et al. 1999; Carballal et al. 2001; Boehs e Magalhães, 2004; 
Cremonte et al. 2005). No entanto, a patogenicidade de Trichodina é 
controversa (Bower et al. 1994). Elevadas infecções por Trichodina sp. 
foram associadas a erosões nas brânquias de Crassostrea angulata da 
França e responsabilizadas pelo mau funcionamento desse órgão 
(Lauckner, 1983). Na vieira Aequipecten tehuelchus de estoque natural 
do nordeste da Patagônia, Argentina (Cremonte et al. 2005) e no 
berbigão Cerastoderma edule da costa da Galícia, Espanha (Carballal et 
al. 2001), Trichodina também não causou danos ou respostas dos 
hospedeiros. Já em Crassostrea gigas muito infectada por Trichodina 
foi detectada resposta inflamatória e alterações no epitélio das brânquias 
(Boussaïd et al. 1999). 
Ciliados do gênero Sphenophrya foram encontrados nas 
brânquias de C. gigas e Crassostrea rhizophorae nos dois locais 
estudados. Algumas vezes as prevalências detectadas foram elevadas, 
chegando a alcançar até 70% em C. gigas do Sambaqui, mas a 
intensidade foi geralmente baixa e nenhuma resposta inflamatória foi 
observada nas ostras afetadas. Ciliados desse gênero são observados em 
uma grande variedade de espécies de bivalves podendo causar 
hipertrofia da célula e seu núcleo (xenoma) (Bower et al. 1994). Em 
Crassostrea rhizophorae da Baía de Todos os Santos, Salvador, BA, 
Sphenophrya foi observado sem causar nenhum dano (Nascimento et al. 
1986). Entretanto, para a mesma espécie de ostra coletada na Baía de 
Camamu, BA, foi observada a formação de xenomas (Boehs et al. 2009) 
e os autores concluíram que este efeito patológico esteve associado à 
presença do ciliado. No mexilhão Dreissena polymorpha (Bivalvia: 
Mytilidae) altamente infectado por Sphenophrya dreissenae foi 
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observada hiperplasia, hipertrofia celular e vacuolização do epitélio 
(Laruelle et al. 1999). 
Ancistrocoma sp. é outro ciliado que foi observado nas ostras do 
presente estudo, em baixa intensidade e não causou danos ou respostas 
de defesa do hospedeiro. Nascimento et al. (1986) também relataram 
ausência de danos em Crassostrea rhizophorae da Bahia afetada por 
Ancistrocoma sp. 
Steinhausia sp. foi observada em ovócitos de Crassostrea gigas e 
C. rhizophorae nos dois locais. A presença dos esporocistos com 
esporos do patógeno causou dano na estrutura normal do citoplasma dos 
ovócitos, porém não foram observadas células de defesa próximas aos 
ovócitos infectados. Em Mytilus galloprovincialis (Bivalvia: Mytilidae) 
infectados com Steinhausia também não foi observada infiltração de 
hemócitos (Robledo et al. 1994). Ao contrário, o berbigão 
Cerastoderma edule infectado por microsporídeos do tipo Steinhausia 
mostrou uma leve resposta hemocítica sem, contudo, causar danos 
patológicos significativos ao hospedeiro (Carballal et al. 2001). Ostras 
Saccostrea glomerata da Austrália, infectadas com esse microsporídeo, 
apresentaram completa reabsorção dos ovócitos com infecção do 
epitélio germinal e elevada infiltração de hemócitos (Green et al. 2008). 
As prevalências de Steinhausia observadas neste trabalho foram 
consideradas elevadas (até 33,3%) quando comparadas as de 6,6% 
detectadas em Mytella guyanensis do Rio Amazonas (Matos; Matos; 
Azevedo, 2005), 9% para C. gigas (Pontinha, 2009) e a de 7,5% em 
Anomalocardia brasiliana de Santa Catarina (da Silva et al., 2010). No 
entanto, a maior prevalência encontrada no presente estudo foi similar a 
registrada em Brachidontes solisianus de Santa Catarina, (37,5%) 
(Pontinha et al., 2010). 
Gregarinas do gênero Nematopsis sp. foram detectadas em 100% 
das ostras C. rhizophorae provenientes do Sambaqui. No entanto, não 
foi observada resposta de defesa das ostras. O protozoário Nematopsis 
sp. utiliza bivalves como hospedeiro intermediário e completa seu ciclo 
de vida em artrópodes marinhos (Lauckner, 1983; McGladdery et al. 
2006). A maior prevalência de Nematopsis nas ostras do costão poderia 
estar relacionada à maior proximidade dos crustáceos aos costões e 
talvez a pouca quantidade destes nas lanternas de cultivo. Boehs et al. 
(2010) detectaram maiores prevalências de Nematopsis no mexilhão 
M. guyanensis coletada em áreas de manguezal quando comparadas as 
encontradas em A. brasiliana e relataram que a abundância de 
crustáceos no estuário poderia ter contribuído para as diferenças nas 
prevalências encontradas. Nematopsis em elevadas prevalências em 
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vieiras Aequipecten tehuelchus na Argentina (100%) não induziu 
reações de defesa do hospedeiro (Cremonte et al. 2005). Já em 
Crassostrea rhizophorae do Rio Jaguaribe, CE foram observadas 
reações de defesa evidenciada pela infiltração de hemócitos (Sabry et al. 
2007). Elevadas intensidades de infecção por Nematopsis sp. também 
causaram alterações na morfologia das brânquias e manto do bivalve 
Mytella guyanensis da região Estuarina do Rio Cachoeira, BA (Pinto e 
Boehs, 2008). Já no berbigão Anomalocardia brasiliana desse mesmo 
estuário não foram observadas lesões nos tecidos ou infiltrações de 
hemócitos nos animais infectados (Boehs et al. 2010). Nematopsis sp. 
foi associado a completa destruição das células das brânquias e 
mortalidade no berbigão Cerastoderma edule da região sul de Portugal 
(Azevedo e Cachola, 1992). Nestes berbigões da Espanha, a presença de 
Nematopsis sp. causou lesões moderadas nos filamentos branquiais e 
induziu uma leve resposta hemocítica sem, contudo, causar mortalidade 
(Carballal et al. 2001).  
Vale ressaltar que no presente estudo a técnica de RFTM 
mostrou-se útil para o diagnóstico de Nematopsis sp. As análises das 
brânquias revelaram elevadas prevalências deste protozoário 
mostrando ser uma técnica sensível, auxiliando a histologia. 
Metazoários do gênero Urastoma (Turbellaria) foram detectados 
livres entre os filamentos branquiais das ostras Crassostrea gigas e em 
C. rhizophorae do presente estudo e não causaram danos aparentes nas 
brânquias. A prevalência, assim como os níveis de infestação por este 
organismo foi baixa. Na costa atlântica do Canadá as infestações por 
Urastoma cyprinae em ostras Crassostrea virginica foram bastante 
elevadas: até 1.000 parasitas por indivíduos com prevalências de até 
100%. No entanto, não se observou danos histopatológicos nas 
brânquias (McGladdery et al. 2006). 
Nas ostras C. gigas do Sambaqui infectadas por uma larva de 
cestóide Tylocephalum, foi observada uma resposta do hospedeiro, 
evidenciada por uma camada de células de natureza fibrosa, além da 
infiltração de hemócitos formando o encapsulamento do parasita. A 
resposta do hospedeiro contra o parasita pode variar entre as espécies 
afetadas (Lauckner, 1983). De acordo com Figueras e Villalba (1988), a 
resposta de C. gigas quando infestada por Tylocephalum parece ser 
menos intensa que em outros bivalves. Em bivalves do gênero Pinctada, 
a formação da cápsula não é tão acentuada e por isso acredita-se que as 
ostras pertencentes a esse gênero sejam hospedeiras intermediárias 
normais desse parasita uma vez que a resposta de defesa do hospedeiro é 
menos intensa (Lauckner, 1983). Em ostras C. rhizophorae do Estado da 
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Bahia, larvas de Tylocephalum foram responsáveis por danos de 
natureza mecânica evidenciados pela ruptura dos tecidos, durante a 
penetração dos cestóides (Nascimento et al. 1986). 
O copépode encontrado em Crassostrea rhizophorae do Ribeirão 
possivelmente pertencia ao gênero Pseudomyicola. Este copépode 
causou danos no tecido epitelial do estômago da ostra C. rhizophorae 
provavelmente pelo seu grande tamanho e pela presença dos apêndices 
do animal. No pectinídeo Argopecten ventricosus do México, Cáceres-
Martínez et al. (2005) também observaram erosões no epitélio do 
estômago e da brânquia, leve infiltração de hemócitos e alteração da 
membrana basal do epitélio causadas pelos apêndices do copépode 
Pseudomyicola spinosus. A prevalência de copépodes em A. ventricosus 
(100%) e Mytilus galloprovincialis (93,3%) do México (Cáceres-
Martínez et al. 2005; Cáceres-Martínez et al. 1997) foi bastante elevada 
comparada com a prevalência de 3,3% observada no presente trabalho. 
Nenhum dos patógenos encontrados no presente estudo parece 
causar danos significativos nas ostras, levando-se em consideração a 
baixa intensidade de infecção e/ou infestação em que foram observados 
e, na grande maioria dos animais, ausência de efeitos patológicos. 
Apesar dos patógenos encontrados não estarem na lista de declaração 
obrigatória a OIE, é necessário um monitoramento constante das 
populações de moluscos para que se possa avaliar com mais precisão os 
efeitos desses patógenos nos seus hospedeiros, principalmente em 
situação de estresse que poderia funcionar como fator para desencadear 
infecções não aparentes. Além disso, os moluscos bivalves têm grande 
importância socioeconômica para o Estado de Santa Catarina, 
merecendo atenção especial com relação à questão da saúde desses 
animais. 
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CAPÍTULO III – Primeiro registro de Perkinsus sp. infectando a 
ostra de mangue Crassostrea rhizophorae da costa brasileira. 
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RESUMO 
 
Protozoários parasitas do gênero Perkinsus são considerados 
patógenos importantes responsáveis por mortalidades em massa de 
várias espécies de moluscos em todo o mundo. No presente estudo 
descreve-se, pela primeira vez, um parasita do gênero Perkinsus 
infectando a ostra-de-mangue Crassostrea rhizophorae na costa 
brasileira. A prevalência deste parasita no Estuário do Rio Pacoti (Ceará, 
nordeste do Brasil) foi baixa e ausente em ostras do sul do Brasil. 
Tecidos da brânquia e do reto da ostra incubados em Meio Líquido de 
Tioglicolato de Ray (Ray’s Fluid Thioglycollate Medium – RFTM) 
revelaram a presença de hipnósporos esféricos (5 a 55 µm de diâmetro). 
A análise histológica revelou a ocorrência de trofozoítos em forma de 
anel típicos e esquizontes (3 a 6 µm de diâmetro) infectando o tecido 
conjuntivo de vários órgãos e epitélio digestivo. Ensaios específicos de 
PCR para o gênero Perkinsus, seguidos pela clonagem e 
sequenciamento da região do espaçador interno transcrito (Internal 
Transcribed Spacer – ITS) do complexo de genes do ácido ribonucléico 
ribossômico (rRNA) confirmaram que se trata de Perkinsus e detectou 
uma estreita relação filogenética entre a espécie brasileira Perkinsus sp. 
com P. beihaiensis, que infecta ostras chinesas. 
 
PALAVRAS-CHAVE: Crassostrea rhizophorae, ostra-de-mangue; 
Perkinsus sp.; PCR-RFLP; rRNA; RFTM; esporulação. 
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INTRODUÇÃO 
 
O estado de Santa Catarina, no sul do Brasil, é o maior produtor 
de moluscos bivalves do país (95%) (11.300 ton. em 2007). Esta 
atividade é de grande importância socioeconômica para a região. O 
mexilhão Perna perna e a ostra-do-pacífico, Crassostrea gigas, são as 
principais espécies cultivadas, sendo a vieira, Nodipecten nodosus, e a 
ostra-de-mangue, Crassostrea rhizophorae, cultivadas em menor escala. 
O Nordeste do Brasil tem um extenso sistema de estuários e manguezais 
no qual habitam diversas populações de ostras (Crassostrea brasiliana e 
C. rhizophorae). Estas ostras são amplamente consumidas pelas 
populações locais. Assim, várias tentativas têm sido feitas para 
desenvolver a aquicultura de ostras nativas nessa região, porém com 
resultados modestos até o presente.  
Em 2003, o governo brasileiro deu início ao Programa Nacional 
de Sanidade de Animais Aquáticos (PNSAA) para ajudar a impedir a 
introdução de doenças de animais exóticos e erradicar aquelas já 
presentes no país. Guiado por esta iniciativa, em 2007, iniciou-se um 
projeto de pesquisa para diagnosticar parasitas e doenças afetando 
espécies de bivalves cultivados e comestíveis de duas regiões 
brasileiras. O projeto foi concebido para pesquisar parasitas dentre 
populações silvestres e cultivadas de ostras C. gigas da Ilha de Santa 
Catarina e do estuário do Rio Pacoti (Fortaleza, Estado do Ceará, 
Nordeste do Brasil). Os resultados fornecem dados sobre a distribuição 
de patógenos e suscetibilidades dos hospedeiros aos patógenos, os quais 
qualificarão ainda mais os programas de monitoramento, ajudarão a 
evitar transferências de doenças a partir de populações infectadas e 
esforços para manter áreas não afetadas livres de parasitas. 
O primeiro parasita do gênero Perkinsus descrito foi P. marinus 
(Mackin et al. 1950), que foi identificado como sendo responsável por 
surtos de mortalidade entre estoques de ostra Crassostrea virginica da 
Louisiana, E.U.A. Essa espécie foi inicialmente descrita como 
Dermocystidium marinum, parcialmente baseado nas características de 
hipnósporos hipertróficos e zoosporângio, que aumentam em tecidos de 
ostras infectadas quando incubadas em Meio de Líquido de Tioglicolato 
de Ray (RFTM) (Ray, 1952). Desde então uma diversidade de espécies 
de Perkinsus spp. tem sido registrada infectando muitas espécies 
comercialmente importantes de moluscos cultivadas no mundo inteiro. 
Perkinsus olseni foi primeiro descrita como um patógeno do 
abalone australiano Haliotis ruber (Lester & Davis 1981). Azevedo 
(1989) descreveu a espécie Perkinsus atlanticus infectando o bivalve 
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Ruditapes decussatus em Portugal. Perkinsus atlanticus que é 
atualmente sinônima de Perkinsus olseni, ocorrendo em uma vasta área 
geográfica e faixas de hospedeiros. Este foi posteriormente registrado 
em outras espécies de bivalves tais como Pitar rostrata no Uruguai 
(Cremonte et al. 2005a) e Ruditapes philippinarum, Venerupis pullastra 
e Paphia aurea, nas costas do Oceano Atlântico e mar Mediterrâneo da 
Espanha (Navas et al. 1992, Sagristá et al. 1995, Ordás et al. 2001). No 
entanto, muitos dos estudos acima foram baseados em características 
morfológicas, sem caracterizações moleculares. Casas et al. (2002a) 
descreveram a primeira utilização de métodos de biologia molecular 
para caracterizar P. olseni infectando R. decussatus da Espanha. Desde 
então, ferramentas moleculares têm sido utilizadas para descrever e 
confirmar P. olseni infectando diversas espécies de bivalves como 
R. decussatus da costa espanhola e do mar Mediterrâneo (Elandaloussi 
et al. 2009); R. philippinarum da Itália (Abollo et al. 2006), Coreia do 
Sul (Park et al. 2005) e China (Zhang et al. 2005); Protothaca jedoensis 
da Coreia do Sul (Park et al. 2006); Austrovenus stutchburyi da Nova 
Zelândia (Dungan et al. 2007); e Tridacna crocea do Vietnam 
(Sheppard & Phillips, 2008). Desde recente revisão sobre perkinsiose 
realizada por Villalba et al. (2004), na qual seis espécies de Perkinsus 
(P. marinus, P. olseni, P. qugwadi, P. chesapeaki, P. andrewsi e 
P. mediterraneus) foram consideradas válidas, os dados sobre genética 
molecular de espécies aumentaram. Como resultado, melhores 
caracterizações moleculares mostram que P. chesapeaki e P. andrewsi 
são sinônimos (Burreson et al. 2005) e mais duas novas espécies de 
Perkinsus foram descritas: P. honshuensis infectando bivalves em 
Manila no Japão (Dungan & Reece 2006) e P. beihaiensis infectando 
Crassostrea hongkongensis, Crassostrea ariakensis e outros bivalves, 
nas províncias de Fujian a Guangxi, no sul da China (Moss et al. 2008). 
Entre os moluscos hospedeiros brasileiros, Crassostrea rhizophorae é 
registrada como suscetível à Perkinsus marinus após infecções 
experimentais (Bushek et al. 2002). Com base nos resultados do ensaio 
RFTM, Littlewood (2000) relatou infecções naturais por P. marinus 
entre ostras-de-mangue C. rhizophorae da Jamaica, embora análises 
moleculares não tenham sido utilizadas para confirmar a identidade do 
parasita. Portanto, um programa de vigilância para perkinsiose foi 
iniciado ao longo da distribuição geográfica desta espécie de ostra em 
águas brasileiras. O presente estudo fornece características detalhadas 
sobre o primeiro registro da infecção de Perkinsus sp. em ostras 
Crassostrea rhizophorae brasileiras. As infecções foram detectadas por 
ensaios de RFTM; os parasitas foram confirmados in situ e 
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caracterizados pela histologia e o patógeno foi parcialmente 
caracterizado por métodos de genética molecular. 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Amostragem 
 
Ostras-de-mangue Crassostrea rhizophorae adultas foram 
coletadas na Ilha de Santa Catarina durante os meses de março e abril de 
2008 e em Fortaleza, durante o mês de agosto de 2008. Na Ilha de Santa 
Catarina, as amostras foram coletadas no verão, por causa do aumento 
da temperatura da água do mar que poderia favorecer a proliferação do 
parasita. Em Fortaleza, as amostras foram coletadas durante o inverno, 
porque a temperatura da água do mar praticamente não varia durante o 
ano (comunicação pessoal dos autores). As ostras foram coletadas e 
mantidas em tanques com água do mar e aeração até as análises, por um 
máximo de 3 dias. 
Na Ilha de Santa Catarina, ostras nativas foram amostradas em 
dois locais situados: no norte (Sambaqui; 27°29'18'' S, 48°32'1'' W) e no 
sul (Ribeirão da Ilha; 27°42'51'' S, 48°34'6'' W) (Fig. 1). As ostras desses 
locais se encontravam em zona entremarés, situada entre 200 m (Ribeirão) 
e 450 m (Sambaqui), das áreas de cultivo de Crassostrea gigas.  
Em Fortaleza, as ostras C. rhizophorae foram coletadas em três 
diferentes pontos localizados dentro do Estuário do Rio Pacoti: Ponto 1 
(3°49'8'' S, 38°25'9'' W), Ponto 2 (3°49'15'' S, 38°25'10'' W), e Ponto 3 
(3°49'19'' S, 38°25'11'' W), onde não há cultivo de ostras C. gigas (Fig. 
1). O Rio Pacoti é a mais importante via navegável que atravessa a 
região metropolitana de Fortaleza. O estuário é caracterizado por uma 
rica vegetação de mangue, incluindo Rhizophora mangle, cujas “raízes 
aéreas” (rizóforos) formam o substrato natural para a fixação de ostra. 
Para o presente estudo, as ostras foram coletadas neste substrato. 
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Figura 1. Locais de amostragem de ostras (S) no estuário do Rio Pacoti 
(Fortaleza) e na Ilha de Santa Catarina (Ribeirão da Ilha e Sambaqui). 
 
 
A temperatura e a salinidade da água do mar foram medidas no 
dia da amostragem, em cada local, próximo à superfície (0,5 m), usando 
um termômetro de imersão e um refratômetro, respectivamente. Um 
total de 150 ostras foi analisado de cada local. As ostras (n = 750) foram 
abertas, observadas macroscopicamente para anomalias, e processadas 
utilizando as técnicas recomendadas pela Organização Internacional de 
Epizootias (OIE) para a análise de Perkinsus sp. usando RFTM (OIE, 
2006). Além disso, os tecidos de várias ostras foram aleatoriamente ou 
especificamente selecionados para outras técnicas de diagnóstico, como 
descrito em seguida. 
 
Análise histológica 
 
Entre as 150 ostras coletadas por local, 30 foram selecionadas 
aleatoriamente para histologia. As ostras foram abertas e uma seção 
transversal de 5 mm de espessura, incluindo brânquias, gônadas e 
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tecidos digestivos foi retirada e fixada em fixador de Davidson (Shaw & 
Battle 1957) por 48 h. Os tecidos fixados foram incluídos em parafina, 
seccionados a 5 µm de espessura e corados com hematoxilina e eosina 
(HE) (Howard et al. 2004). 
 
Detecção de Perkinsus. sp. por ensaios RFTM 
 
As ostras coletadas em cada local (n = 150) foram abertas e as 
duas lamelas branquiais de um lado do corpo e o reto foram extirpados e 
incubados em RFTM por 7 dias, no escuro, à temperatura ambiente. As 
amostras foram preparadas para análises microscópicas triturando-se as 
brânquias com um bisturi, adicionando gotas de solução de Lugol e 
posteriormente foram observadas para hipnósporos esféricos de 
Perkinsus sp. que se coram em preto. As prevalências das infecções por 
Perkinsus sp. foram estimadas pelas percentagens de ostras infectadas 
em cada amostra (n = 150). 
Cada ostra foi avaliada utilizando a seguinte escala de intensidade 
de infecção: 0 = sem infecção, hipnósporos não foram observados em 
toda a lâmina; 1 = infecção muito leve, até 10 hipnósporos observados 
em toda a lâmina; 2 = infecção leve, de 11 a 100 hipnósporos 
observados em toda a lâmina; 3 = infecção moderada, pelo menos 40 
hipnósporos observados em cada um dos 10 campos do microscópio 
(40x) espalhados pelo tecido e 4 = infecção intensa, mais de 40 
hipnósporos observados em cada um dos 10⋅campos do microscópio 
(40x) espalhados pelo tecido. 
 
Zoosporulação in vitro 
 
Dois tecidos RFTM-positivos foram selecionados de uma 
amostragem extra de ostras coletadas em Fortaleza em agosto de 2008, 
lavados duas vezes com água do mar filtrada esterilizada (FSSW) e 
transferidos para placas de 24 poços de cultivo contendo 2 mL de 
FSSW. As placas foram incubadas por um período de 48 a 96 h em 
temperatura ambiente (cerca de 28°C) e analisadas periodicamente para 
zoosporulação em microscopia óptica. 
 
Extração de DNA e ensaios de PCR 
 
Tecidos de brânquias de ostras selecionadas foram conservados 
em etanol 95% para posterior extração de seu DNA preservado para 
PCR. Dentre as 150 ostras coletadas em cada um dos dois locais de 
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amostragens da Ilha de Santa Catarina, o DNA dos tecidos branquiais 
das mesmas 30 ostras, aleatoriamente selecionadas para os testes 
histológicos, também foi preservado para ensaios de PCR (n = 60). A 
partir de três amostras coletadas nos pontos do Estuário do Rio Pacoti 
próximo a Fortaleza, tecidos de brânquias de todas as 150 ostras dos 
pontos 1 e 3 foram preservados para ensaios de PCR, enquanto apenas 
30 ostras do ponto 2 selecionadas para a histologia foram preservadas 
para testes de PCR (N
 total = 330).  
O DNA de 29 ostras de Fortaleza foi analisado para Perkinsus sp. 
através de PCR, incluindo 21 que foram positivas em ensaios de RFTM, 
6 que foram selecionadas aleatoriamente entre as ostras que foram 
RFTM-negativas (duas de cada local) e duas cujos tecidos foram usados 
para confirmar a indução da zoosporulação após incubação em RFTM. 
Nenhuma amostra da Ilha de Santa Catarina foi analisada através de 
PCR porque todos os ensaios de RFTM foram negativos. 
A extração do DNA foi realizada com reagente DNAzol ® 
(Invitrogen) seguindo o protocolo do fabricante. Para os ensaios de PCR 
foram utilizados primers PerkITS 85/750 que hibridizam 
especificamente regiões conservadas de espaçadores internos transcritos 
(ITS) da região do complexo de genes do ácido ribonucléico 
ribossômico (rRNA), que são exclusivos para membros do gênero 
Perkinsus (exceto para P. qugwadi incertae sedis) (Casas et al. 2002). O 
controle positivo foram células isoladas de um cultivo in vitro de 
Perkinsus olseni oriundas de Galícia, Espanha (fornecido pelo Dr. 
Antonio Villalba). Para os controles negativos foi usada água livre de 
nuclease em vez de amostra de DNA. 
As reações de PCR foram realizadas em reações de 25 µl 
contendo 1 µl (50 a 100 ng) da amostra de DNA genômico, tampão de 
PCR 1x concentrado, MgCl2 a 1,5 mM, nucleotídeos a 0,2 mM cada, 
iniciadores a 0,8 µM e 1 unidade de Taq DNA polimerase (Invitrogen). 
O protocolo incluiu desnaturação do DNA a 94°C por 10 min.; 35 ciclos 
de amplificação a 94°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 1 min 
seguido de uma extensão final a 72°C por 10 min. Os produtos da PCR 
foram separados num gel de agarose 1,5%, lavados em tampão 1x Tris-
EDTA (TE) e corados  com brometo etídio.  
 
Ensaios de PCR-RFLP 
 
A identificação de Perkinsus spp. foi realizada utilizando ensaios 
de restrição do comprimento de fragmento de polimorfismo (RFLP) 
baseados na amplificação do PCR e digestões com endonuclease de 
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restrição da região-ITS (Abollo et al. 2006). As amplificações de PCR 
foram realizadas como descrito acima e as reações de digestão foram 
realizadas com as enzimas RsaI ou HinfI, seguindo as instruções do 
fabricante (Promega). Resumidamente, as reações de restrição foram 
realizadas num volume final de 20 µl contendo 3 µl de produtos de PCR, 
2 µl de enzima tampão, de 0,2 µL de BSA, 0,5 µL de enzima de 
restrição (RsaI ou HinfI), diluído em água destilada esterilizada. As 
digestões foram realizadas durante 2 h a 37°C, seguidas por inativação 
da endonuclease por 20 min, a 65°C. Para melhorar a visualização dos 
padrões de fragmentos de restrição, 10 µL de produtos de PCR de 
endonuclease-digerida foram separados num gel de poliacrilamida não-
desnaturante a 6%, corado com brometo de etídio. Perfis de restrição (n 
= 7) foram comparados com aqueles descritos para outras espécies de 
Perkinsus (Abollo et al. 2006), bem como com os isolados de DNA de 
P. olseni. Os perfis de restrição esperados pela digestão da região ITS 
do DNA de Perkinsus sp. com RsaI ou HinfI foram determinados 
utilizando um software específico Mapper v.3.0 
(http://www.restrictionmapper.org).  
 
Clonagem molecular, sequenciamento de DNA e análises 
filogenéticas 
 
Produtos  de PCR recém-amplificados da região  ITS de 
Perkinsus sp. de 2 ostras Crassostrea rhizophorae  infectadas foram 
clonados em um vetor de clonagem de PCR 2,1 TA usando um kit de 
clonagem TA (Invitrogen). Os clones recombinantes positivos foram 
identificados PCR de colônia com os primers de vetor M13 (Invitrogen) 
e 1 colônia de bactérias de cada amostra foi sequenciada em ambos 
sentidos. O sequenciamento foi realizado de forma automatizada por um 
Sistema de Análise de DNA MegaBace 1000, utilizando o kit 
Terminator DYEnamic ET Dye (GE Healthcare). 
As sequências do ITS de Perkinsus sp. obtidas foram submetidas 
a buscas no BLASTN (Altschul et al. 1997) contra sequências do Centro 
Nacional para Informações de Biotecnologia (NCBI). As sequências 
foram alinhadas com sequências ITS previamente registradas obtidas no 
banco de dados do GenBank utilizando o programa Clustal X 
(Thompson et al. 1997). As sequências do GenBank incluídas na análise 
da região ITS são apresentadas na Tabela 1. A árvore filogenética foi 
construída utilizando o software MEGA 4 (Tamura et al. 2007), pelo 
método de máxima parcimônia.  
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Os valores percentuais do Bootstrap foram calculados a partir de 
1.000 réplicas e o valor de corte para uma árvore condensada foi de 
65%. 
 
RESULTADOS 
 
As alturas médias (± DP) das ostras coletadas no Sambaqui, 
Ribeirão da Ilha e nos pontos 1, 2 e 3 do estuário do Rio Pacoti foram 57 
± 4,5 mm, 55 ± 4,4 mm, 58 ± 8,4 mm, 50 ± 5,4 mm e 50 ± 5,2 mm, 
respectivamente. As temperaturas (e salinidades) da água do mar nesses 
locais foram 24,2°C (33,5 ‰), 22,0°C (26,5‰), 30,8°C (32 ‰), 29,0°C 
(29‰) e 29,8°C (23‰), respectivamente. 
 
Tabela 1. Sequência do Genbank incluídas na análise da região do espaçador 
interno transcrito (Internal Transcribed Spacer - ITS) de Perkinsus sp. 
 
Diagnóstico de Perkinsus sp. por ensaios RFTM 
 
O ensaio RFTM foi usado como a primeira e principal técnica de 
diagnóstico para Perkinsus sp. Todas as ostras em Sambaqui e Ribeirão 
da Ilha (Florianópolis) foram negativas para perkinsiose em ensaios 
RFTM. Em contrapartida, o Estuário do Rio Pacoti (Fortaleza) teve 
ostras infectadas por Perkinsus sp. As células aumentadas do patógeno 
tinham forma esférica, de 5 a 55 µm de diâmetro e foram coradas em 
Espécies Números de acesso 
P. beihaiensis EF204019, EF204020, EF204021, EU068087, EU068091, EU068092 
P. chesapeaki AY876302, AY876304, AY876305, AY876311, AY876314 
P. honshuensis DQ516696, DQ516697, DQ516698, DQ516701, DQ516702 
P. marinus AY295180, AY295188, AY295189, AY295194, AY295199 
P. mediterraneus AY487834, AY487837, AY487842, DQ370491, DQ370492 
P. olseni AF441207, AF441209, AF441213, AY435092, AY820757 
P. qugwadi 
(táxon fora do grupo) AF151528 
 71 
claro ou escuro dependendo da profundidade de penetração do lugol 
(Fig. 2). A prevalência média de ostras infectadas de amostras do 
estuário do Rio Pacoti foi de 5,78% (26 de 450) com uma variação nos 
diferentes locais de 5,3 a 6,7% (Tabela 2). Dentre 26 ostras RFTM-
positivas, 22 apresentaram infecção muito leve e 4 (dos locais 1 e 3) 
apresentaram infecção intensa (Fig. 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Preparação das brânquias de Crassostrea rhizophorae incubadas 
em RFTM e coradas com lugol. Observam-se numerosos hipnósporos de 
Perkinsus sp., em um caso de intensidade avançada. Barra da escala = 200 
µm. 
 
 
Tabela 2.  Prevalência (%) da infecção por Perkinsus sp. na ostra 
Crassostrea rhizophorae do estuário do Rio Pacoti (Fortaleza), baseada em 
ensaios com Meio Fluido de Tioglicolato de Ray (RFTM) e histologia. Os 
números entre parênteses representam o número de ostras positivas em 
relação ao número total de amostras analisadas por cada técnica. 
 
 
 
RFTM Local da amostra Histologia 
5,3% (8 de 150) 1 3,3% (1 de 30) 
5,3% (8 de 150) 2 10,0% (3 de 30) 
6,7% (10 de 150) 3 10,0% (3 de 30) 
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Análise histológica 
 
As ostras coletadas na Ilha de Santa Catarina não apresentaram 
qualquer trofozoíto de Perkinsus sp. em análises histológicas. Amostras 
de ostras do Estuário do Rio Pacoti continham 26 ostras com 
hipnósporos aumentados de Perkinsus sp. após incubação em RFTM, 
porém tecidos de apenas 7 destas ostras foram fixados e incluídos em 
parafina para análise histológica (Tabela 2). Destas 7 ostras, apenas uma 
(oriunda do ponto 3; encontrava-se intensamente infectada por 
Perkinsus sp. em RFTM) foi positiva nos cortes histológicos e as ostras 
restantes (com infecção muito leve em RFTM) não apresentaram 
qualquer parasita nos cortes histológicos. A infecção de Perkinsus 
confirmada histologicamente foi caracterizada pela presença de 
trofozoítos (3 a 6 µm de diâmetro) e esquizontes proliferando 
ativamente (4 a 6 µm de diâmetro) entre o tecido conjuntivo (Figs. 3 e 4) 
do manto, palpos labiais e glândula digestiva, embora algumas células 
epiteliais dos túbulos digestivos também tenham sido infectadas nessas 
ostras. Os trofozoítos de Perkinsus sp. apresentaram morfologia típica 
de anel com um vacúolo excêntrico ocupando uma grande área do 
citoplasma e um núcleo excêntrico com um nucléolo proeminente (Fig. 
3). Trofozoítos e esquizontes foram sistematicamente observados 
fagocitados por hemócitos (Figs. 3 e 4), rodeados por uma matriz 
acidofílica acelular e, aparentemente, saudável. A infiltração hemocítica 
não foi associada com patógenos. Observações adicionais em ostras 
infectadas são necessárias para conhecer de forma abrangente os efeitos 
dessa espécie de Perkinsus sp. sobre os tecidos do hospedeiro 
Crassostrea rhizophorae.  
 
Zoosporulação do parasita 
 
Após 48 a 96 h de incubação em FSSW dos hipnósporos 
aumentados de Perkinsus sp. em RFTM, a zoosporulação ocorreu. 
Vários estágios da vida do parasita foram observados, incluindo 
maduros, esporulação de pré-hipnósporos, zoosporângio mostrando 
subdivisões redutivas progressivas e proliferativas de zoosporontes, 
agrupamentos de células-irmãs de zoosporonte e zoosporângio maduro 
contendo numerosos zoósporos móveis (Figs. 5 a 8). Apenas um tubo de 
descarga ocorreu em cada zoosporângio (Figs. 7 e 8). Zoósporos (2 µm) 
foram observados deixando o tubo de descarga. 
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Figuras 3 e 4. Perkinsus sp. infectando o tecido conjuntivo da ostra-de-mangue 
Crassostrea rhizophorae. Figura 3. Trofozoíto fagocitado mostrando uma típica 
aparência anelada, um grande vacúolo (V) e um núcleo excêntrico com nucléolo 
proeminente (ponta de seta). Nota: núcleo (seta) do hemócito que fagocitou o 
trofozoíto. Figura. 4. Esquizonte de Perkinsus sp. (seta) contendo pequenas 
células-filhas no interior do tecido conjuntivo entre dois túbulos da glândula 
digestiva. Hematoxilina e eosina. Barras de escala = 5 µm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figuras 5 a 8. Esporulação in vitro de Perkinsus sp. em água do mar filtrada 
esterilizada. Fig. 5. Hipnósporo com um grande vacúolo central (V) e um 
núcleo periférico excêntrico. Fig. 6. Zoosporângio contendo aproximadamente 
32 células zoosporontes em subdivisão. Fig. 7. Dois zoosporontes em estágios 
avançados de zoosporulação e mostrando tubos de descarga (setas). Fig. 8. 
Zoosporângio com tubo de descarga distendido (seta) e numerosos zoósporos. 
Barras da escala = 50 mm. 
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Detecção de Perkinsus sp. por PCR 
 
Em um total de 26 ostras do Estuário do Rio Pacoti o resultado 
foi positivo para Perkinsus sp. por ensaios RFTM: 8 do ponto 1; 8 do 
ponto 2 e 10 do ponto 3. Dentre as 26 ostras RFTM-positivas, 21 tinham 
tecidos de DNA preservados para análise de PCR: 8, 3 e 10 ostras dos 
pontos 1, 2 e 3 respectivamente. O par de primers PerkITS resultou em 
amplicons do tamanho esperado (687 bp) em 16 das 21 (76%) amostras 
(Fig. 9) e 5 foram negativas (2 do ponto 1 e 3 do ponto 3). Os ensaios 
foram repetidos duas vezes para as amostras negativas. As ostras que 
foram RFTM-positivas e PCR-negativas para Perkinsus sp. 
apresentaram brânquias com baixas intensidades de infecção nos ensaios 
de RFTM. Seis amostras RFTM-negativas (duas de cada ponto do 
estuário do Rio Pacoti) também foram negativas por PCR. Duas 
amostras extras utilizadas para experimentos de zoosporulação do 
parasita foram analisadas por PCR e ambas produziram amplicons 
positivos. 
 
Ensaios de PCR-RFLP 
 
A endonuclease RsaI produziu três fragmentos a partir de 
amplicons de PCR para todas as sete ostras infectadas por Perkinsus sp. 
(Fig. 10). Os tamanhos destes fragmentos corresponderam a cerca de: 
74, 195 e 418 pb, como previsto pela análise da sequência posterior com 
o software. Os isolados in vitro de P. olseni produziram três fragmentos 
com tamanhos de banda semelhantes, mas não idênticos (Fig. 10).  
Os padrões de RFLP, a partir de digestões de HinfI de 
amplicons de PCR oriundos de Perkinsus sp. que infectou as ostras 
Crassostrea rhizophorae brasileiras, todos continham cinco 
fragmentos. Quatro deles foram individualmente separados no gel 
poliacrilamida a 189, 173, 161 e 153 pb. Um adicional não foi 
vizualizado por ser muito pequeno (Fig. 10), de 11 pb  previsto pela 
análise da sequência posterior. Ao contrário, por análise semelhante com 
a mesma endonuclease, P. olseni mostrou apenas três fragmentos (Fig. 
10). 
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Figuras 9 e 10. Diagnóstico molecular de Perkinsus sp. infectando a ostra-de-
mangue Crassostrea rhizophorae. Figura 9. Detecção da região ITS do rDNA 
de Perkinsus sp por PCR. M: marcadores de tamanho molecular 100 bp; C-: 
controle negativo (água); C +: controle positivo (DNA isolado de P. olseni); 
O1: ostra 1 (Perkinsus sp.); O2: ostra 2 (Perkinsus sp.). Figura 10. PCR-RFLP 
para o diagnóstico diferencial de Perkinsus spp. A fragmentação dos padrões de 
produtos amplificados de PCR da região ITS do rDNA de P. olseni (P.o.) e o 
Perkinsus sp. (O1 e O2), após digestão com endonucleases RsaI e HinfI.  
 
Análise filogenética da região ITS do rDNA  
 
A análise filogenética das sequências de DNA da região ITS do 
parasita foi realizada para avaliar as afinidades taxonômicas de 
Perkinsus sp. do Brasil. Os produtos esperados da região ITS de 687 pb 
amplificados a partir de duas ostras Crassostrea rhizophorae PCR-
positiva foram sequenciados e comparados com sequências relatadas 
para outras espécies de Perkinsus. Sequências de nucleotídeo da região 
ITS de Perkinsus sp. do Brasil foram depositadas no GenBank sob os 
números de acesso FJ472346 e FJ472347. 
Pesquisas no BLASTN indicaram que sequências de nucleotídeos 
da região ITS de ambos isolados de PCR brasileiros apresentaram a 
maior identidade (97%) e também mostrou similaridades próximas para 
sequências oriundas de regiões ITS de outras espécies de Perkinsus. 
Ambas as sequências da espécie Perkinsus sp. brasileira compartilharam 
identidades altas de nucleotídeos (~ 98%) com aqueles recentemente 
descritos para infecção por P. beihaiensis nas ostras chinesas 
Crassostrea ariakensis e C. hongkongensis (Moss et al. 2008). Houve 
também sequências da região ITS moderadamente semelhantes às 
sequências da região ITS de P. mediterraneus (~ 87%), P. olseni (~ 86%), 
P. honshuensis (~ 86%), P. marinus (~ 82%) e P. chesapeaki (~ 82%); 
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enquanto que Perkinsus qugwadi (grupo de fora) apresentou a menor 
homologia (<40%). 
A análise de máxima de parcimônia indicou uma relação 
filogenética próxima entre isolados por PCR de Perkinsus brasileiro 
e P. beihaiensis. As sequências da região ITS obtidas foram 
agrupadas com forte apoio num clado monofilético próximo de P. 
beihaiensis, o qual é irmã de um outro clado monofilético contendo 
Perkinsus olseni, P. marinus, P. mediterraneus e P. honshuensis. O 
grupo mais distante dos isolados por PCR brasileiros, fora o grupo de 
fora de P. qugwadi, foi P. chesapeaki (Fig. 11).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura. 11. Análise de máxima parcimônia das sequências da região ITS do 
rDNA de diferentes espécies de Perkinsus. Os números mostram valores 
bootstrap (%) para 1.000 réplicas. 
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DISCUSSÃO 
 
Este estudo descreve, pela primeira vez em um molusco 
brasileiro, a presença de uma infecção pelo protozoário Perkinsus sp. em 
ostras-do-mangue Crassostrea rhizophorae do estuário do Rio Pacoti e 
que não foi detectado em ostras do sul do Brasil. O parasita foi 
detectado por ensaios de  RFTM, que são relatados como  sendo uma 
técnica  sensível e confiável  de diagnóstico para a detecção de 
Perkinsus sp. (Reece & Dungan 2006) e confirmado histologicamente. 
Ensaios de PCR específicos para o gênero Perkinsus, seguidos por 
clonagem e sequenciamento de amplicons da região ITS conservada 
entre as espécies conhecidas de Perkinsus spp. (exceto P. qugwadi 
sincertae sedis) (Casas et al. 2002a), posteriormente confirmaram esses 
achados. 
As diferenças de tamanho entre os trofozoítos observados em 
cortes histológicos e os hipnósporos observados após a incubação de 
tecidos infectados em RFTM demonstraram o alargamento de 
trofozoítos em RFTM, que é característico em Perkinsus spp. (Ray 
1954, 1966), exceto P. qugwadi (Blackbourn et al. 1998). A duração de 
tempo nas mudanças morfológicas através de todo o processo de 
zoosporulação e as características morfológicas dos zoósporos são todas 
consistentes com as observações de outros Perkinsus spp. (Sunila et al. 
2001, Casas et al. 2002b, Dungan & Reece 2006, Dungan et al. 2007, 
Moss et al. 2008).  
Em cortes histológicos, as células de Perkinsus sp. infectando 
C. rhizophorae eram pequenas (3 a 6 µm) e mostraram a morfologia 
anelada típica de membros do gênero. Além disto, este Perkinsus sp. 
apresentou algumas semelhanças com a infecção por P. beihaiensis em 
ostras chinesas (Moss et al. 2008), tais como o tamanho pequeno, 
prevalências de infecções com intensidade baixa do epitélio digestivo. 
Em contraste, epitélios de bivalves japoneses Ruditapes philippinarum 
não foram tipicamente infectados por P. honshuensis ou P. olseni 
(Dungan & Reece 2006), os quais possuem distribuições quase 
exclusivas entre os tecidos conjuntivos (Dungan et al. 2007). No 
entanto, as consequências patológicas de infecções entre C. rhizophorae 
do nordeste do Brasil podem ter sido subestimadas devido ao baixo 
número de ostras com intensidade avançada (1 de 26, 3,85%) que 
estiveram disponíveis para análise histológica. No presente trabalho 
relata-se os resultados histológicos de uma ostra intensamente infectada. 
Perkinsus beihaiensis causou lesões necróticas dentre o estômago, 
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intestino e epitélios da glândula digestiva de ostras chinesas infectadas 
(Moss et al. 2008).  
A fagocitose é o mecanismo de defesa celular mais importante 
dos bivalves, e as células de Perkinsus. sp., devido ao seu pequeno 
tamanho, foram encontradas fagocitadas pelos hemócitos de 
Crassostrea rhizophorae. No entanto, a resposta pode ter sido ineficaz 
para matar o parasita, uma vez que esquizontes íntegros e trofozoítos 
foram observados dentro de vacúolos fagocíticos. Esta resposta é 
comum entre ostras infectadas por P. marinus (La Peyre et al. 1995, 
Villalba et al. 2004) e foi observada em ostras intensamente infectadas 
por P. beihaiensis (Moss et al. 2008). Em contraste, P. olseni, cujos 
trofozoítos são maiores, muitas vezes mostram encapsulamento em vez 
de fagocitose como reação do hospedeiro contra o patógeno (Montes et 
al. 1995, Park & Choi 2001, Dungan & Reece, 2006). 
No presente estudo, a prevalência de infecções de Perkinsus sp. 
foi relativamente baixa e consistente com o fato que não ocorreram 
mortalidades entre ostras nas populações afetadas que foram 
pesquisadas durante esta investigação. P. marinus, uma das espécies 
mais nocivas para seu hospedeiro, a ostra Crassostrea virginica nos 
Estados Unidos, regularmente causa prevalências elevadas de infecções 
de alta intensidade, que resultam em mortalidades sazonais de ostras 
(Ragone-Calvo et al. 2003). Em contraste, P. marinus infectando 
Crassostrea corteziensis no México mostrou prevalências muito baixas 
(1 a 6%) e infecções tipicamente de baixa intensidade (Gullian-Klanian 
et al. 2008). Perkinsus beihaiensis, que é largamente difundido ao longo 
da costa sul da China, infecta pelo menos duas espécies de ostras com 
prevalência variável, dependendo do local (Moss et al. 2008). 
No presente trabalho, ensaios de PCR não confirmaram (5 de 21, 
25%) casos de RFTM-positivos. A razão mais provável para esta 
discrepância é a intensidade geralmente baixa da maioria das infecções e 
os pequenos volumes de tecidos de brânquia, a partir dos quais o DNA 
para os ensaios de PCR foram extraídos e amplificados. Em nosso 
protocolo, relativamente grandes volumes de tecidos branquiais foram 
analisados por ensaios de RFTM, enquanto relativamente pequenas 
subamostras de DNA desses tecidos foram testadas por ensaios de PCR. 
Discrepâncias semelhantes entre os resultados de ensaios de RFTM e 
PCR têm sido descritos por outros autores (Reece et al. 2009) e diversas 
fontes de artefatos de erro de amostragem que qualificam a acuidade de 
ensaios de PCR têm sido revistas, incluindo os efeitos de lesões focais 
ou localizadas (Burreson 2008). 
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Apesar do fato de que as infecções por Perkinsus olseni são 
relatadas em bivalves Pitar rostrata da vizinhança do Uruguai 
(Cremonte et al. 2005), nenhuma infecção por Perkinsus sp. foi 
encontrada entre as ostras  amostradas nos locais do presente trabalho na 
maior região produtora de ostra do sul do Brasil, que é localizada a 
1.360 km da capital uruguaia. A atribuição do patógeno brasileiro para o 
gênero Perkinsus foi confirmada posteriormente quando a região ITS foi 
amplificada através da PCR com iniciadores específicos para o gênero 
(Casas et al. 2002a).  Os padrões de restrição da região amplificada 
obtidos através da digestão com duas endonucleases permitem a 
discriminação entre a infecção por Perkinsus sp., em C. rhizophorae da 
costa brasileira de pelo menos quatro Perkinsus spp. (P. marinus, 
P. chesapeaki, P. olseni e P. mediterraneus.), cujos perfis de PCR-
RFLP estão disponíveis para comparação (Abollo et al. 2006). Esses 
resultados indicam que Perkinsus sp. infectando C. rhizophorae não 
pertence nem à espécie de Perkinsus previamente relatada no Uruguai 
(P. olseni) (Cremonte et al. 2005), nem mesmo àquela infectando a 
mesma espécie de ostra na Jamaica (Perkinsus cf. marinus) (Littlewood 
2000), embora o último estudo não tenha utilizado ferramentas 
moleculares para a identificação da espécie do parasita. 
O padrão de RFLP de endonuclease RsaI de Perkinsus sp. 
brasileiro diferiu ligeiramente daquele de P. olseni e P. mediterraneus e 
consistentemente diferiu daquele de P. chesapeaki e P. marinus (Abollo 
et al. 2006). Em contrapartida, o padrão HinfI RFLP de Perkinsus sp. só 
foi similar ao daquele de P. mediterraneus, que também mostrou quatro 
fragmentos (149, 162, 179 e 192 pb) (Abollo et al. 2006). Diferenças 
sutis entre padrões de banda de RFLP obtidos a partir de Perkinsus sp. 
brasileiro, P. olseni (RsaI) e P. mediterraneus. (HinfI), foram mais 
facilmente separados em géis de poliacrilamida 6% do que em géis de 
agarose (Abollo et al. 2006). Assim, recomenda-se o uso de gel não-
desnaturante de poliacrilamida para melhorar a sensibilidade de 
diagnóstico diferencial de Perkinsus spp. por PCR-RFLP. No entanto, a 
RFLP sozinha não pode ser usada para determinar a identificação do 
parasita, especialmente para um eventual novo membro do gênero 
Perkinsus. A análise filogenética baseada em sequências de nucleotídeos 
na região ITS do rDNA, consistentemente alocou os isolados brasileiros 
de PCR no gênero Perkinsus e revelou alta homologia com sequências 
oriundas da infecção descrita recentemente por Perkinsus beihaiensis de 
ostras chinesas (Moss et al. 2008). Infelizmente, o padrão de RFLP para 
P. beihaiensis e P. honshuensis e de mais duas espécies descritas 
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recentemente de Perkinsus não puderam ser incluídos na análise desta 
pesquisa, uma vez que o DNA não estava disponível para o teste. 
A análise de máxima parcimônia mostrou que as duas sequências 
de Perkinsus sp. brasileiro formaram clado monofilético distinto 
próximo ao clado de Perkinsus beihaiensis. No entanto, para avaliar 
rigorosamente as aparentes relações filogenéticas que possam existir 
entre P. beihaiensis e infecções por Perkinsus sp. em ostra-de-mangue, 
C. rhizophorae exigirá extensa análise de sequências de nucleotídeos de 
genes adicionais. 
Conclui-se que as características morfológicas observadas por 
microscopia óptica tais como o alargamento de RFTM, o surgimento de 
trofozoítos anelados, assim como os diversos e consistentes resultados 
de genética molecular obtidos, conclusivamente apoiam a inclusão do 
patógeno infectando C. rhizophorae como um membro do gênero 
Perkinsus. Além disso, algumas semelhanças entre este Perkinsus sp. e 
P. beihaiensis, baseado em características histológicas e genética 
molecular sugerem uma afinidade taxonômica. É surpreendente que um 
Perkinsus sp. encontrado em um molusco hospedeiro brasileiro pudesse 
mostrar afinidades taxonômicas em potencial com um parasita 
encontrado em ostras chinesas e não com Perkinsus spp. oriundo de 
regiões vizinhas, incluindo P. marinus infectando C. virginica no Golfo 
do México (Gullian-Klanian et al. 2008) e Perkinsus olseni infectando 
Pitar rostrata ao longo da costa do Uruguai (Cremonte et al. 2005). 
Futuros desafios incluem uma descrição completa da infecção de 
Perkinsus sp., na ostra brasileira C. rhizophorae; o estabelecimento de 
culturas isoladas in vitro para a identificação definitiva; determinação da 
gama de hospedeiros, efeitos patológicos e epidemiologia das infecções. 
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CAPÍTULO IV – Estudo patológico da ostra de mangue 
Crassostrea rhizophorae no Estuário do Rio Pacoti, CE, 
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RESUMO 
 
A ostra-do-mangue Crassostrea rhizophorae (Bivalvia, 
Ostreidae) é comumente coletada por marisqueiras nos estuários do 
Estado do Ceará, Nordeste do Brasil. Apesar da importância 
socioeconômica desse recurso natural, são escassos os estudos 
relacionados às condições de saúde das ostras nessa região. Este 
trabalho teve como objetivo investigar a presença de alterações 
patológicas na ostra-de-mangue C. rhizophorae no Estuário do Rio 
Pacoti, CE. Em agosto de 2008 e dezembro de 2009, amostras de ostras 
adultas dessa espécie (N= 900) foram coletadas em 3 pontos do estuário. 
As técnicas para avaliar as alterações patológicas foram: análises 
macroscópicas, cultivo de tecidos em meio líquido de tioglicolato 
(RFTM), reação em cadeia da polimerase (PCR) para confirmação de 
Perkinsus e histologia. Em 2009, os ensaios de RFTM detectaram a 
presença de Perkinsus sp. infectando os tecidos de C. rhizophorae com 
prevalência média de 5,1%, sendo de 1,3%, 6,7% e 7,3% nos pontos 1, 2 
e 3, respectivamente. Os resultados das análises de PCR nas amostras 
positivas em RFTM foram negativos, possivelmente devido à baixa 
intensidade de infecção. Os cortes histológicos confirmaram a presença 
de células de Perkinsus sp. infectando o epitélio do intestino e o tecido 
conjuntivo em torno da glândula digestiva de C. rhizophorae com 
prevalências de 3,3%; 20% e 13,3% nos pontos 1, 2 e 3 
respectivamente, sem causar danos no hospedeiro. Nematopsis sp. foi o 
protozoário observado com maior prevalência (até 100%) porém com 
baixa intensidade de infecção e sem resposta de defesa do hospedeiro. 
Outros protozoários observados foram: Trichodina, Sphenophrya, 
Ancistrocoma e um protozoário tipo-Steinhausia, todos com baixas 
intensidades. Entre os metazoários as análises macroscópicas mostraram 
o poliqueta Polydora com prevalências de até 93,3%. As análises 
histológicas detectaram com baixa prevalência: um turbelário 
possivelmente do gênero Urastoma, metacercárias de digenéticos não 
identificadas infectando a gônada de machos e fêmeas de C. rhizophorae 
e larvas de cestóides do gênero Tylocephalum. Nenhum dos patógenos 
detectados parece representar um problema grave para a saúde da ostra 
C. rhizophorae do Estuário do Rio Pacoti, uma vez que não há relato de 
mortalidades e a maior parte deles ocorreu com baixa intensidade. No 
entanto, um monitoramento contínuo das enfermidades nestes e em 
outros moluscos nesse banco natural é recomendável, uma vez que foi 
detectada a presença de um protozoário do gênero Perkinsus cuja 
espécie ainda não foi identificada e nem seu potencial patogênico. 
 
Palavras chave: Crassostrea rhizophorae, histopatologia, Steinhausia, 
Perkinsus sp., ostras.  
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1. Introdução 
 
O Estado do Ceará, no Nordeste do Brasil, apresenta várias áreas 
de manguezais onde habitam inúmeras espécies de bivalves, entre elas 
ostras-de-mangue (Crassostrea spp. Ostreidae), sururus (Mytella falcata 
e M. guyanensis, Mytilidae) e o berbigão (Anomalocardia brasiliana, 
Veneridae). No Estuário do Rio Pacoti, localizado no litoral Leste do 
Ceará, os bivalves são um recurso comumente explotado pelas 
marisqueiras, denominação das mulheres que coletam os mariscos nesta 
região. Este recurso representa uma atividade socioeconômica 
importante para a região, contribuindo para a subsistência das 
comunidades que vivem em seu entorno. 
Existem poucos estudos sobre a ocorrência de patógenos que 
afetam as populações naturais de bivalves do Estado do Ceará. Até o 
momento foram detectados nos moluscos bivalves do Estuário do Rio 
Jaguaribe, trematódeos digenéticos em berbigões A. brasiliana (Araújo 
e Rocha-Barreira, 2004); o protozoário Nematopsis sp. (Apicomplexa, 
Porosporidae) na ostra-de-mangue Crassostrea rhizophorae e o 
metacestóide Tylocephalum (Cestoda, Tetragonocephalidae) (Sabry et 
al. 2007). No Estuário do Rio Pacoti foram detectados Nematopsis sp. 
infectando a ostra C. rhizophorae; colônias bacterianas do tipo rickettsia 
e larvas de trematódeos digenéticos infectando as brânquias e a gônada 
de A. brasiliana, respectivamente (Ferreira et al. 2008).  
Estudos sobre patologias em moluscos são importantes, uma vez 
que alguns patógenos podem afetar e até causar mortalidades massivas 
entres as populações sejam elas de bancos naturais ou cultivadas. Os 
trematódeos digenéticos do gênero Bucephalus (Digenea, Bucephalidae) 
são importantes parasitas de bivalves marinhos, podendo causar danos 
patológicos significativos, caracterizados principalmente pela castração 
do hospedeiro (Lauckner, 1983). Por outro lado, larvas de Tylocephalum 
já foram registradas em uma grande variedade de moluscos sem causar 
patologias (Cheng, 1967; Nascimento et al. 1986; Hine e Thorne, 2000; 
Boehs e Magalhães, 2004; Winstead et al. 2004; Sabry e Magalhães, 
2005; Boehs et al. 2010), porém em elevadas intensidades de infecções 
poderiam causar estresse fisiológico e, consequentemente, afetar o 
crescimento e a reprodução dos moluscos (McGladdery et al. 2006).  
A Organização Mundial para a Saúde Animal (OIE), em sua lista 
de patógenos de declaração obrigatória para moluscos cita os seguintes 
organismos: protozoários, Haplosporidia: Bonamia ostreae e B. exitiosa; 
Paramyxea: Marteilia refringens; Perkinsozoa: Perkinsus marinus e 
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Perkinsus olseni; a bactéria Xenohaliotis californiensis e o vírus de tipo 
Herpes que afeta abalones.  
As duas espécies do gênero Perkinsus, acima citadas, têm causado 
impactos significativos nas populações de moluscos em todo o mundo 
(Villalba et al. 2004; Choi e Park, 2010). Perkinsus marinus é 
responsável por mortalidades da ostra americana Crassostrea virginica 
ao longo da costa Atlântica dos Estados Unidos e Golfo do México 
(Burreson et al. 1996). A ostra Crassostrea rhizophorae mostrou-se 
suscetível a infecções por P. marinus após ensaios experimentais 
(Bushek et al. 2002). Perkinsus olseni causou mortalidades no abalone 
Haliotis rubra na Austrália (Lester e Davis, 1981); no berbigão 
Ruditapes decussatus de Portugal (Azevedo, 1989) e foi descrito em 
diversos bivalves de diferentes países (Cremonte et al. 2005a; Dungan et 
al. 2007; Elandaloussi et al. 2009; Choi e Park, 2010). 
Considerando a importância dos bivalves como recurso natural de 
subsistência para as populações ribeirinhas do Estuário do Pacoti e 
prevendo o desenvolvimento futuro da ostreicultura no Estado do Ceará, 
o presente trabalho realizou um estudo dos patógenos encontrados nas 
ostras nativas C. rhizophorae do Estuário do Rio Pacoti, Ceará. 
 
2. Material e Métodos 
 
2.1. Amostragem das ostras 
 
As ostras da espécie C. rhizophorae foram coletadas das raízes 
do mangue vermelho Rhizophora mangle em três pontos do Estuário do 
Rio Pacoti (Ponto 1: 3°49'8'' S, 38°25'9'' W; próximo a desembocadura 
do estuário; Ponto 2: 3°49'15'' S, 38°25'10'' W, situado próximo a um 
cultivo de ostra do mangue e o Ponto 3: 3°49'19'' S, 38°25'11'' W, 
localizado mais afastado da desembocadura do Rio (Figura 1). Cada um 
dos pontos dista aproximadamente 1 km um do outro. As coletas foram 
realizadas no mês de agosto de 2008 (inverno) e dezembro de 2009 
(verão), retirando-se a cada mês e ponto de coleta 150 ostras, totalizando 
900 amostras para as análises.  
A temperatura e a salinidade da água do estuário foram medidas 
em cada ponto no dia da coleta das ostras. A temperatura nos pontos 1 e 
3 do estuário foi de 29°C e no ponto 2 foi de 30°C, no ano de 2008. Em 
2009 a temperatura foi de 29°C (pontos 1 e 3) e de 28°C (ponto 2). Já a 
salinidade foi de 32, 29 e 23 ‰ (2008) e de 38, 40 e 35 ‰ (2009) para 
os pontos 1, 2 e 3, respectivamente (Tabela 1). 
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No laboratório as ostras foram medidas (altura da concha) 
segundo Galtsoff (1964) e abertas para observação macroscópica da 
concha e órgãos internos (manto, brânquias, gônada e glândula 
digestiva), para verificar a ocorrência de alterações patológicas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Mapa ressaltando o Rio Pacoti, Ceará onde se localiza os três pontos 
de amostragem de ostras na região estuarina. E1. ponto próximo a 
desembocadura do estuário. E2. ponto localizado próximo a um cultivo de ostra 
do mangue. E3. ponto afastado da desembocadura do Rio. 
 
  
Todos os animais coletados em cada um dos 3 pontos de coleta 
dentro do estuário (N= 150) tiveram seus tecidos processados para a 
técnica do cultivo em meio líquido de tioglicolato (Ray’s fluid 
thioglycollate medium, RFTM (item 2.2) e tiveram as brânquias fixadas 
em álcool 95% para análises posteriores de confirmação da presença de 
Perkinsus por reação em cadeia da polimerase (PCR). Do total de 150 
ostras de cada ponto, 30 foram preparadas para cortes histológicos (item 
2.3), totalizando 180 indivíduos. 
Vale ressaltar que os resultados das amostras coletadas em 2008 
que dizem respeito à ocorrência de Perkinsus sp. encontram-se descritos 
em Sabry et al. (2009). 
 92 
2.2. Incubação de tecidos em meio líquido de tioglicolato de Ray 
(RFTM) 
 
Duas demibrânquias e o reto de cada animal foram incubados em 
meio líquido de tioglicolato por 7 dias no escuro e a temperatura 
ambiente. Após o período de incubação, os tecidos foram coletados, 
macerados sobre uma lâmina e corados com solução de lugol (OIE, 
2009), segundo o método descrito por Ray (1954). O preparado foi 
observado ao microscópio óptico para confirmar a presença de 
hipnósporos do gênero Perkinsus, os quais são esféricos e as paredes se 
coram de azul ou negro azulado. 
A intensidade de infecção por Perkinsus nos tecidos das ostras 
Crassostrea rhizophorae foi adaptada a partir da escala de Mackin (Ray, 
1954), onde:  
 
0 = sem infecção: nenhum hipnósporo observado após minuciosa 
observação de toda a lâmina em objetiva de 10x; 
1 = infecção muito leve: até 10 hipnósporos observados em objetiva de 
10x; 
2 = infecção leve: de 11 a 100 hipnósporos observados em objetiva de 
10x; 
3 = infecção moderada: até 40 hipnósporos observados no total de 10 
campos aleatórios em objetiva de 40x espalhados por toda a preparação; 
4 = infecção avançada: mais de 40 hipnósporos observados no total de 
10 campos aleatórios em objetiva de 40x e espalhados por toda a 
preparação. 
 
2.3. Preparações histológicas 
 
De cada ostra (N= 180), uma secção transversal do animal foi 
retirada amostrando-se vários órgãos, entre eles brânquias, gônada e 
glândula digestiva. Os tecidos foram fixados em solução de Davidson 
(Shaw e Battle, 1957) por 24 h, desidratados em uma série gradativa de 
álcool até 100%, diafanizados em xilol e impregnados em parafina 
histológica a 60 oC. Cortes de 5 µm foram realizados e posteriormente 
corados com hematoxilina de Harris e eosina (Howard et al. 2004). Os 
cortes obtidos foram analisados em microscópio óptico. 
A prevalência dos parasitas foi calculada como sendo o número 
total de animais parasitados sobre o número total de ostras coletadas em 
cada ponto de coleta (Bush et al. 1997). 
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2.4. Diagnóstico de Perkinsus por reação em cadeia da 
polimerase - PCR  
 
A extração do DNA foi realizada com o kit DNAzol® 
(Invitrogen) seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. Para a reação 
de PCR foram utilizados os iniciadores PerkITS 85/750 (Casas et al. 
2002) que hibridizam especificamente com regiões conservadas do 
espaçador interno transcrito (ITS) da região do complexo de genes 
que codificam para o ácido ribonucléico ribossômico (rRNA), que 
são exclusivos para membros do gênero Perkinsus (exceto para 
Perkinsus qugwadi incertae sedis). Como controle positivo utilizou-se 
DNA extraído de células de Perkinsus olseni de cultivo in vitro 
gentilmente cedidas pelo Dr. Antonio Villalba do Centro de 
Investigacións Marinas (CIMA) da Espanha. No controle negativo o 
DNA foi substituído por H2O Milli-Q. 
As reações de PCR foram realizadas em reações de 25 µl 
contendo 1 µl (50 a 100 ng) da amostra de DNA genômico, tampão de 
PCR 1x concentrado, MgCl2 a 1,5 mM, nucleotídeos a 0,2 mM cada, 
iniciadores a 0,8 µM e 1 unidade de Taq DNA polimerase (Invitrogen). 
O protocolo incluiu desnaturação do DNA a 94°C por 10 min.; 35 ciclos 
de amplificação a 94°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 1 min 
seguido de uma extensão final a 72°C por 10 min. Os produtos da PCR 
foram separados num gel de agarose 1,5%, lavados em tampão 1x Tris-
EDTA (TE) e corados com brometo etídio.  
 
3. Resultados 
 
3.1. Biometria 
 
A biometria das ostras Crassostrea rhizophorae do Estuário do 
Rio Pacoti teve como objetivo apenas verificar o tamanho dos animais 
que seriam submetidos às análises patológicas, sem, contudo, fazer 
comparações de crescimento entre os animais nos pontos de amostragem 
e também não teve o objetivo de relacionar o tamanho dos animais com 
a presença e/ou ausência de parasitismo. 
As alturas médias das ostras coletadas nos pontos 1, 2 e 3 do 
estuário do Rio Pacoti, em 2008 e 2009 encontram-se na tabela 1.  
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3.2. Análises macroscópicas 
 
As observações macroscópicas das ostras C. rhizophorae 
coletadas em 2008 e 2009 não evidenciaram a presença de alterações 
aparentes, mas observou-se o parasitismo pelo poliqueta do gênero 
Polydora (Polychaeta: Spionidae), nas valvas das ostras. A infestação 
por Polydora foi caracterizada pela presença de tubos horizontais com 
coloração preta. A espécie de Polydora, na ocasião, não foi identificada. 
Em 2008, a infestação por Polydora foi elevada em todos os 
pontos do estuário, chegando a atingir uma prevalência máxima de 
93,3% no ponto 1. Em 2009, a prevalência máxima foi de 48,7%, 
registrada no ponto 1 do estuário (Tabela 1). 
 
3.3. Incubação de tecidos em meio líquido de tioglicolato de Ray 
(RFTM) 
 
Em 2009, a incubação das brânquias e do reto das ostras 
Crassostrea rhizophorae em meio líquido de tioglicolato mostrou a 
presença de hipnósporos típicos de Perkinsus. As células do patógeno 
eram esféricas, tinham tamanhos variando de 10 a 55 µm de diâmetro e 
se coraram fortemente de preto-azulado pelo lugol (Fig. 2A).  
A prevalência média de ostras infectadas por Perkinsus sp., nos 3 
pontos foi de 5,1% (23 ostras de 450). As prevalências em cada ponto 
do estuário variaram de 1,3% a 7,3% (Tabela 2). Das 23 ostras 
diagnosticadas positivas por RFTM, 20 (87%) apresentaram infecção 
muito leve e apenas 3 ostras (13%) apresentaram infecção leve, sendo 
duas delas do ponto 2 e uma do ponto 3 do estuário. O número de 
hipnósporos nos animais com intensidade muito leve variou de 1 a 9 
(3,3 ± 2,3; N = 20) e nos com intensidade leve de 15 a 50 células (31,7 ± 
14,3; N = 3). 
A técnica do cultivo dos tecidos em meio líquido de tioglicolato 
(RFTM) também se mostrou eficaz para a detecção do protozoário 
Nematopsis. Ainda que Nematopsis não tenha se corado de preto pelo 
lugol, este se apresentou bastante refringente e era facilmente observado 
entre as células das brânquias da ostra em objetiva de 20x ao 
microscópio. Este patógeno foi detectado em todas as coletas realizadas 
nos dois períodos (2008 e 2009) e nos três pontos do Estuário do Rio 
Pacoti. Em 2008, as prevalências de Nematopsis sp. foram elevadas e 
variaram de 96% (ponto 2) a 100% (pontos 1 e 3) enquanto que 
curiosamente em 2009 as prevalências foram muito baixas, alcançando 
um máximo de 2% (ponto 2) (Tabela 1). 
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3.4. Análises histopatológicas  
 
As análises histológicas evidenciaram vários parasitas nas ostras 
utilizadas neste estudo (Tabela 1) sendo eles: protozoários dos gêneros 
Perkinsus, Trichodina, Sphenophrya, Ancistrocoma, Steinhausia e 
Nematopsis. Entre os metazoários foram observados turbelários 
possivelmente do gênero Urastoma, metacercárias de trematódeos e 
cestóides do gênero Tylocephalum. 
 
3.4.1. Protozoários 
 
O protozoário do gênero Perkinsus foi detectado novamente nas 
ostras coletadas em 2009 no Estuário do Rio Pacoti. Os trofozoítos de 
Perkinsus sp. foram observados infectando o epitélio dos órgãos 
digestivos e o tecido conjuntivo das ostras (Figs. 2B e 2C). As células 
do patógeno eram arredondadas com diâmetro variando entre 3 e 6 µm, 
apresentavam um vacúolo ocupando grande parte do volume interno da 
célula, núcleo excêntrico e um nucléolo proeminente (Fig. 2C). 
Perkinsus sp. causou alteração da estrutura normal do tecido epitelial e 
conjuntivo das ostras infectadas. 
As prevalências de Perkinsus sp. observadas nos cortes 
histológicos foram baixas sendo: 3,3; 20,0 e 13,3% nos pontos 1, 2 e 3, 
respectivamente (Tabela 2). Considerando os três pontos do estuário 
juntos, a prevalência média de Perkinsus sp. detectada em cortes 
histológicos foi de 12,2% (11/90). A histologia confirmou todos os 
casos positivos diagnosticados por RFTM e ainda revelou dois casos a 
mais de ostras infectadas por Perkinsus sp. que não haviam sido 
diagnósticados pela técnica RFTM. 
Somente um ciliado do gênero Trichodina (Ciliophora: 
Trichodinidae) foi visualizado próximo às lamelas branquiais de uma 
ostra coletada no ponto 1, em 2008. O ciliado tinha formato oval e 
media 13 µm em seu maior eixo (Fig. 2D). 
Ciliados do tipo Sphenophrya (Ciliophora: Sphenophryidae) foram 
detectados em contato com os filamentos branquiais das ostras. Estes 
ciliados eram ovais, mediam de 5 a 18 µm em seu maior eixo e 
apresentavam macronúcleos basófilos e um citoplasma eosinófilo (Fig. 
2E). A máxima prevalência de Sphenophrya foi observada no ponto 3 
do estuário em 2009 (23,3%) e as menores nos pontos 1 e 2 em 2008 
(3,3%) (Tabela 1). A intensidade foi baixa e variou de 1 a 11 
ciliados/corte histológico. Nenhum dano foi observado nas brânquias 
dos animais infectados. 
 Tabela 1. Prevalência (%) de patógenos detectados na ostra-de-mangue Crassostrea rhizophorae em 3 
pontos (pontos: 1, 2 e 3) do Estuário do Rio Pacoti, Ceará, em agosto de 2008 e dezembro de 2009. Análise 
macroscópica (AM, N=150), incubação de tecidos em meio líquido de tioglicolato de Ray (RFTM, N=150) 
e corte histológico (CH, N=30). Altura média das ostras (mm) e Desvio Padrão (DP). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Prevalências (%) 
2008 2009 
Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 
Altura média (mm) ± DP 
58±8,4 50±5,3 49,8±5,1 56,7±6,2 52,6±10 51,8±4,9 
Patógenos 
T. 29 °C 
Sal. 32 ‰ 
T. 30 °C 
Sal. 29 ‰ 
T. 29 °C 
Sal. 23 ‰ 
T. 29 °C 
Sal. 38 ‰ 
T. 28 °C 
Sal. 40 ‰ 
T. 29 °C 
Sal. 35 ‰ 
Protozoários  
Trichodina sp. 3,3 - - - - - 
Sphenophrya sp. 3,3 3,3 - 20,0 13,3 23,3 
Ancistrocoma sp. 20,0 17,2 16,7 3,3 - - 
Steinhausia sp. 36,7 24,1 23,3 16,7 6,7 10,0 
Nematopsis sp. (CH) 93,3 93,1 93,3 - - - 
Nematopsis sp. (RFTM) 100 96 100 1,3 2,0 1,3 
Metazoários  
Polydora sp. (AM) 93,3 70,0 78,0 48,7 10,7 45,3 
Urastoma sp. - 3,3 - - - - 
Metacercárias - - - - 16,7 6,7 
Tylocephalum sp. - - 3,3 3,3 13,3 10,0 
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Tabela 2. Prevalência (%) da infecção por Perkinsus sp. na ostra-de-mangue 
Crassostrea rhizophorae do Estuário do Rio Pacoti, em 2009. Análises de 
incubação de tecidos em meio líquido de tioglicolato de Ray (RFTM) e cortes 
histológicos.  
 
 
 
Ciliados pertencentes ao gênero Ancistrocoma (Ciliophora: 
Ancistrocomidae) foram evidenciados no lúmen dos túbulos digestivos. 
Estes ciliados tinham formato de pera, com tamanho de 10 a 27 µm em 
seu maior eixo (Fig. 2F). Em 2008, as prevalências variaram de 16,7 a 
20%, enquanto em 2009 só ocorreram em ostras do ponto 1 com baixa 
prevalência (3,3%) (Tabela 1). A intensidade foi baixa (1 a 4 
ciliados/corte histológico). Apenas uma ostra coletada em 2008 (ponto 
1) apresentou 9 ciliados com até 3 exemplares em um único tubo digestivo. 
No entanto, nenhuma reação de defesa por parte do hospedeiro foi 
evidenciada e nenhuma lesão foi observada no epitélio do órgão. 
Microsporídeos do tipo Steinhausia (Microspora) foram 
observados infectando o citoplasma dos ovócitos das ostras de mangue 
Crassostrea rhizophorae do Estuário do Rio Pacoti (Fig. 3A). O 
protozoário caracterizou-se por apresentar um vacúolo parasitário 
contendo de 1 até 9 esporos em desenvolvimento. Os tamanhos dos 
vacúolos variaram de 4 a 8 µm. As máximas prevalências (36,7%, 24,1 e 
23,3 nos pontos 1, 2 e 3, respectivamente) desse patógeno foram 
observadas nas ostras coletadas em 2008 (Tabela 1), em 2009 elas 
variaram de 6,7 a 16,7%. A prevalência média em 2008 foi de 28% e em 
2009 foi de 11,1%. A intensidade de infecção foi baixa e similar entre os 
anos, variando de 1 a 7 ovócitos infectados/corte histológico em 2008 e 
de 1 a 11 em 2009.  
Protozoários do gênero Nematopsis sp. foram detectados 
infectando o tecido conjuntivo próximo à glândula digestiva, brânquias 
e manto das ostras C. rhizophorae (Fig. 3B). Os oocistos de Nematopsis 
sp. tinham caráter basófilo e mediam de 9 a 14 µm em seu maior eixo. 
Pontos de coleta RFTM 
Infectados/total 
Corte histológico 
Infectados/total 
1 1,3 (2/150) 3,3 (1/30) 
2 6,7 (10/150) 20,0 (6/30) 
3 7,3 (11/150) 13,3 (4/30) 
Prevalência Média 5,1 (23/450) 12,2 (11/90) 
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Em 2008, as prevalências de Nematopsis sp. foram elevadas e muito 
similares nos três pontos do estuário. Ao contrário, nas amostras de 
2009 nenhum Nematopsis foi detectado pela histologia (Tabela 1). A 
intensidade de infecção por Nematopsis sp. foi baixa com poucos 
oocistos (1 a 6) por corte histológico. Não foram observadas lesões no 
tecido conjuntivo, nem infiltrações de hemócitos associadas à infecção. 
 
3.4.2. Metazoários 
 
Um turbelário, possivelmente do gênero Urastoma (Turbellaria: 
Urastomidae) foi observado pela primeira vez em uma única ostra do 
ponto 2, em 2008. O turbelário encontrava-se no tecido conjuntivo do 
manto da ostra, apresentava um tamanho de 440 µm e caráter eosinófilo 
(Fig. 3C). Não foi observada reação do hospedeiro à presença do 
parasita.  
Metacercárias de trematódeos foram detectadas no interior dos 
folículos gonádicos de ostras macho e fêmeas coletadas somente em 
2009, nos pontos 2 (16,7%) e 3 (6,7%) (Figs. 3D e 3E). As 
metacercárias tinham um tamanho variando 117,5 a 177,5 µm. Os 
folículos das ostras infestadas encontravam-se no mesmo estado de 
desenvolvimento gonádico que outros folículos não infestados. Não 
foram observados hemócitos infiltrados nos folículos. 
Larvas de cestóides (denominadas de metacestóides), 
possivelmente do gênero Tylocephalum foram detectadas infestando as 
ostras no presente estudo. Observou-se uma reação imunológica do 
hospedeiro que culminou com o encapsulamento da larva por várias 
camadas de hemócitos (Fig. 3F). Os metacestóides mediam de 80 a 145 
µm em seu maior eixo foram observados no tecido conjuntivo na região 
próxima a glândula digestiva e houve um caso em que o metacestóide 
foi encontrado no tecido conjuntivo da brânquia. Além da reação de 
encapsulamento, observou-se uma forte modificação da arquitetura da 
brânquia (Fig. 3F). Em 2008, uma ostra (3,3%) do ponto 3 foi 
encontrada infestada com metacestóides enquanto que em 2009 esse 
parasita esteve presente em ostras dos três pontos do estuário, com 
maior prevalência no ponto 2 (13,3%). 
 
 
3.5. Diagnóstico de Perkinsus sp. por PCR 
 
As 23 ostras diagnosticadas positivas por RFTM e submetidas à 
técnica da PCR para a confirmação da infecção por Perkinsus sp. foram 
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todas negativas. Duas amostras aleatórias negativas por RFTM de cada 
ponto de coleta foram confirmadas como negativas por PCR.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Patógenos detectados em tecidos de Crassostrea rhizophorae no 
Estuário do Rio Pacoti, Ceará, em agosto de 2008 e dezembro de 2009. Fig. 2a. 
Hipnósporos de Perkinsus sp. (seta) infectando as brânquias de C. rhizophorae 
após incubação em meio líquido de tioglicolato e corados com solução de 
Lugol. Fig. 2b. Trofozoítos de Perkinsus sp. infectando o epitélio do intestino. 
Note o vacúolo ocupando grande parte do citoplasma da célula do parasita 
(seta). Fig. 2c. Trofozoíto de Perkinsus sp. (seta) no tecido conjuntivo próximo 
à glândula digestiva. Fig. 2d. Trichodina sp. (seta) nas brânquias. Fig. 2e. 
Sphenophrya sp. (seta) em contato com as brânquias das ostras. Fig. 2f. 
Ancistrocoma sp. (seta) no lúmen de um túbulo digestivo. Barras: Fig. a=50 µm; 
Figs. b; c. =10 µm; Figs. d; e; f. = 20µm. 
 
 
 
e f 
b 
c d 
a 
 100 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Patógenos detectados em tecidos de Crassostrea rhizophorae no 
Estuário do Rio Pacoti, Ceará em agosto de 2008 e dezembro de 2009. Fig. 3a. 
Steinhausia sp. (seta) no citoplasma de um ovócito Fig. 3b. Oocistos de 
Nematopsis sp. (seta) no tecido conjuntivo próximo aos túbulos digestivos. Fig. 
3c. Turbelário infectando o tecido conjuntivo do manto. Figs. 3d e 3e. 
Metacercárias de trematódeos (setas) infectando os folículos gonádicos de 
machos e fêmeas, respectivamente. Fig. 3f. Metacestóide Tylocephalum sp. 
(seta) no tecido conjuntivo da brânquia. Note a alteração da configuração 
normal da brânquia. Barras = Figs. a; b = 20µm. Figs. c; d; e; f. = 50µm. 
 
 
 
 
 
a 
d 
e 
b 
 c 
f 
 101 
4. Discussão 
 
De acordo com a Fundação Cearense de Meteorologia e Recursos 
Hídricos, a condição climática no Estado do Ceará é caracterizada por 
um período bem marcado de chuvas que tem início geralmente no mês 
de janeiro (verão) estendendo-se até maio (inverno) (FUNCEME, 2009). 
No presente estudo, dois parâmetros físico-químicos foram medidos, a 
temperatura que não sofreu variação e a salinidade que mostrou valores 
menores (média de 28 ‰) em agosto de 2008 (inverno) e maiores 
(38‰), em dezembro de 2009 (verão). Estas diferenças nos valores de 
salinidade caracterizam bem a sazonalidade na região. Este fato poderia 
explicar os valores distintos de prevalência de alguns organismos 
encontrados nas ostras Crassostrea rhizophorae entre os dois períodos 
estudados.  
As prevalências de infestações por Polydora sp. em ostras 
coletadas em agosto de 2008 nos três pontos do estuário do Rio Pacoti 
foram muito elevadas e representaram o dobro das observadas em 
dezembro de 2009. Em 2009, os valores de salinidades registrados na 
ocasião da coleta foram maiores quando comparados aos medidos em 
2008. Apesar disto, em 2009 o período chuvoso no Estado foi 
prolongado e caracterizado por chuvas intensas ficando acima da média 
histórica (622 mm) e estendendo-se até o início da primavera 
(FUNCEME, 2009). Este grande aporte de água doce no referido 
estuário poderia ter contribuído para manter a salinidade baixa por um 
período maior de tempo. No período chuvoso de 2009, houve alta 
mortalidade de ostras (marisqueiras, com. pess.) e o estoque natural 
praticamente se renovou a partir do início de outubro, portanto, as ostras 
certamente mais jovens que as coletadas em agosto 2008 tiveram um 
menor tempo de exposição aos patógenos, o que explica as menores 
prevalências encontradas no período. Em Crassostrea madrasensis do 
estuário Mulki, na Índia, a quantidade de bolhas de lama nas conchas 
causadas por Polydora ciliata, diminuiu nos meses da estação chuvosa, 
possivelmente devido o decréscimo da salinidade (Stephen, 1978) não 
sendo o que ocorreu no presente estudo. Ainda, em condições 
experimentais quando a ostra Crassostrea gigas foi exposta 
artificialmente a banhos de água doce, a infestação por Polydora sp. 
diminuiu significativamente (Nel et al. 1996). Em cultivos de C. gigas 
na Baixa Califórnia, México, as ostras cultivadas submersas 
continuamente na água apresentaram uma maior prevalência de 
Polydora em relação às cultivadas em sistemas expostos ao ar livre, nas 
marés baixas. A maior prevalência de Polydora encontrada nas ostras 
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foi relacionada ao maior de tempo de exposição aos poliquetos 
(Cáceres-Martínez et al. 1998). 
Polydora sp. (Polychaeta, Spionidae) infestam bivalves em várias 
partes do mundo, porém não causam mortalidades (Ambariyanto, 1991; 
Bower et al. 1994). A consequência da infestação é o aspecto 
desagradável que causa devido à formação de bolhas e tubos contendo 
sedimento e fezes do poliqueto com coloração escura e 
consequentemente prejudica sobremaneira a sua comercialização. 
Polydora já foi registrada em outros moluscos da costa brasileira sem 
causar mortalidade (Ibbotson e Magalhães, 2002; Boehs e Magalhães, 
2004; Sabry e Magalhães, 2005). 
Os resultados do presente estudo mostram que as ostras coletadas 
em agosto de 2008 encontravam-se magras quando comparadas as de 
2009, devido à alta prevalência de Polydora. No Brasil, a polidoriose é 
uma doença bem conhecida entre os produtores de ostras do litoral 
catarinense, especialmente na região de Florianópolis, onde as 
prevalências de Polydora websteri costumam ser bastante elevadas na 
ostra japonesa Crassostrea gigas cultivada (Ibbotson e Magalhães, 
2002; Sabry e Magalhães, 2005). 
No presente trabalho vários protozoários foram observados, entre 
eles o do gênero Perkinsus, que tem duas espécies listadas pela OIE. 
Perkinsus sp. foi detectado nos tecidos (reto e brânquia) das ostras 
Crassostrea rhizophorae após incubação em RFTM com prevalências 
baixas, similares àquelas detectadas em 2008 (Sabry et al. 2009). Os 
resultados das análises histológicas corroboraram os resultados do 
RFTM e, ainda, detectaram mais 2 casos positivos, ou seja, negativos 
por RFTM. Este fato é surpreendente, pois a técnica do RFTM é 
considerada mais sensível que a análise histológica para este patógeno 
(OIE, 2006) e envolve a utilização de uma grande quantidade de tecidos 
para análise, enquanto a histologia e o PCR não. Também foi curioso o 
resultado das análises de PCR, a técnica mais específica, que não 
confirmou nenhum caso positivo por RFTM. A razão para estes 
resultados pode dever-se ao fato de praticamente todos os animais terem 
apresentado intensidade de infecção muito leve, ou seja, entre 1 a 50 
hipnósporos na brânquia analisada por RFTM. É possível que no 
pequeno pedaço de brânquia conservado para álcool e utilizado para o 
PCR não tivessem parasitas. Burreson (2008) tem discutido sobre a 
ocorrência de falsos negativos por PCR em análises de detecção de 
parasitas de bivalves, e chegado à mesma conclusão. 
Pela técnica de histologia, as células de Perkinsus sp. foram 
observadas com maior frequência no epitélio digestivo e com menor no 
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tecido conjuntivo em torno da glândula digestiva das ostras nativas 
Crassostrea rhizophorae e causaram alteração da estrutura normal do 
tecido epitelial e conjuntivo. Em infecções por Perkinsus beihaiensis em 
ostras Crassostrea hongkongensis e C. ariakensis do sul da China (Moss 
et al. 2008) e por Perkinsus marinus em C. corteziensis da costa do 
México (Cáceres-Martínez et al. 2008), as células do epitélio do 
intestino foram o principal alvo de infecção pelos patógenos. Ao 
contrário, Perkinsus olseni não costuma infectar os epitélios digestivos 
do berbigão Ruditapes philippinarum (Dungan e Reece, 2006). 
Perkinsus chesapeaki não causou lesões nos tecidos de Tagelus plebeius 
da Baía de Delaware (Bushek et al. 2008). Elevadas infecções por 
Perkinsus marinus em ostras C. corteziensis da costa do México, 
causaram destruição dos tecidos das brânquias e gônada, inclusive 
danificando severamente os folículos germinativos (Cáceres-Martínez et 
al. 2008). Já P. olseni foi detectada infectando as brânquias e vários 
órgãos do bivalve Ruditapes decussatus da Espanha, causando uma 
indução da infiltração de hemócitos nos tecidos infectados (Elandaloussi 
et al. 2009). 
Vale ressaltar que recentemente foi feito o segundo registro de 
Perkinsus sp. no Brasil e o primeiro no Estado de Sergipe. Perkinsus sp. 
foi detectado infectando a ostra Crassostrea brasiliana de populações 
naturais e cultivadas, do Estuário do Rio São Francisco, com 
prevalências de até 82% nas amostras de cultivo. No entanto, os autores 
não relataram danos aos hospedeiros devido à presença do patógeno 
(Mendonça et al. 2010). 
No presente estudo, até o momento, Perkinsus sp. não representa 
risco à saúde das ostras C. rhizophorae devido à baixa prevalência e 
intensidade de infecção no Estuário do Rio Pacoti.  
Um ciliado do gênero Trichodina foi observado infectando as 
brânquias de uma ostra coletada em agosto de 2008. Ciliados são 
organismos comensais que geralmente não afetam os moluscos bivalves 
(Bower et al. 1994) no entanto, Trichodina pode aderir-se às brânquias 
dos bivalves e quando em grande número causam lesões nos filamentos 
branquiais, como observado em Crassostrea angulata (Bower et al. 
1994). Trichodina já foi registrado em várias espécies de moluscos 
bivalves (Carballal et al. 2001; Boehs e Magalhães, 2004; Cremonte et 
al. 2005b; Sabry e Magalhães 2005). Em ostras, Trichodina pode 
interferir no funcionamento normal das brânquias e causar lesões no 
epitélio branquial (Figueras e Villalba, 1988) e já foi associada a 
mortalidades em venerídeos e ostreídeos (Bower et al. 1994; Boussaïd et 
al. 1999). Trichodina foi detectada com prevalência moderada (24%) em 
 104 
ostras Crassostrea gigas e muito baixa (1,2%) em berbigões 
Anomalocardia brasiliana da Ilha de Santa Catarina (da Silva et al. 
2010). 
Sphenophrya e Ancistrocoma são comumente encontrados em 
ostras sem causar danos ou mortalidades (Bower et al. 1994; Villalba et 
al. 1997; Hine e Thorne 2000; Winstead et al. 2004). A prevalência de 
Sphenophrya sp. nas amostras do ponto 3 do estuário em 2009 foi 
relativamente alta (23,3%) quando comparada com a de 2% registrada 
para Crassostrea rhizophorae da Baía de Todos os Santos, BA 
(Nascimento et al. 1986), porém foi inferior a registrada para C. gigas 
(42%) da região de Florianópolis, SC (Pontinha, 2009). Os trabalhos 
acima citados também não relatam danos causados pelo parasita em 
concordância com os resultados obtidos no presente estudo. Ao 
contrário, a formação de tumores conhecidos como xenomas nos tecidos 
de C. rhizophorae da Baía de Camamu, BA foi associado à presença de 
Sphenophrya (Boehs et al. 2009). Ancistrocoma sp. foi observado nas 
ostras sem causar qualquer tipo de danos nos tecidos, corroborando as 
observações feitas por Nascimento et al. (1986) para C. rhizophorae da 
Bahia e por Pontinha (2009) para C. gigas de Santa Catarina. As baixas 
intensidades de ciliados dos gêneros Sphenophrya e Ancistrocoma nas 
ostras do presente trabalho indicam que esses organismos estavam 
presentes simplesmente como comensais. 
Microsporídeos do tipo Steinhausia foram observados infectando 
o citoplasma dos ovócitos das ostras, chegando a alcançar uma 
prevalência máxima de 36,7% em 2008. Esses patógenos infectam o 
citoplasma dos ovócitos, podendo resultar em uma forte infiltração de 
hemócitos (Bower et al. 1994; Green et al. 2008). Tanto nas amostras de 
2008 quanto nas de 2009 a intensidade de infecção foi baixa e não foram 
observados danos aos folículos que estavam em gametogênese 
avançada. O protozoário Steinhausia foi encontrado parasitando 
ovócitos de mexilhões Mytilus galloprovincialis da Espanha (Robledo et 
al. 1994); Golfo Thermaikos (norte do Mar Egeu, Grécia) (Rayyan e 
Chintiroglou, 2003); do noroeste da Austrália (Jones e Creeper, 2006) e 
em Mytilus sp. da França (Comtet et al. 2004). Steinhausia também foi 
detectado em ostras Crassostrea hongkongensis do Sul da China (Moss 
et al. 2007) e Saccostrea glomerata do Rio Pimpama, Sudeste de 
Queensland (Green et al. 2008) e em berbigões Cerastoderma edule da 
costa da Galícia, Espanha   (Carballal et al. 2001).  Já na ostra 
Saccostrea glomerata da Austrália, a ocorrência de Steinhausia sp. 
causou reabsorção dos ovócitos e epitélio germinal e induziu a 
infiltração de hemócitos dentro dos folículos gonádicos (Green et al. 
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2008). No Brasil, Steinhausia mytilovum foi relatada no mexilhão 
Mytella guyanensis de um banco natural no Estuário do Rio Amazonas, 
Pará, com prevalência de 6,6% (Matos et al. 2005). Em espécies de 
bivalves da Ilha de Santa Catarina o protozoário Steinhausia sp. foi 
observado em ostras Crassostrea gigas de cultivo (Pontinha, 2009), 
berbigões Anomalocardia brasiliana explotados comercialmente (da 
Silva et al. 2010) e no mitilídeo Brachidontes solisianus (Pontinha et al. 
2010). Neste último bivalve, a prevalência foi moderada (38%). 
No presente estudo, as análises histológicas detectaram 
Nematopsis sp. apenas em ostras de 2008 com elevadíssima prevalência 
e não induziu resposta do hospedeiro. Nematopsis utiliza bivalves 
marinhos como hospedeiros intermediários (Lauckner, 1983) e em 
elevadas intensidades de infecção foram responsáveis por mortalidades 
no berbigão Cerastoderma edule (Azevedo e Cachola, 1992) e ainda, 
nessa mesma espécie de bivalve, causaram lesões principalmente nos 
filamentos branquiais (Carballal et al. 2001). Elevadas prevalências de 
Nematopsis sp. também foram documentadas em vários moluscos da 
costa brasileira (Nascimento et al., 1986; Sabry e Magalhães, 2005, 
Sabry et al. 2007; Pinto e Boehs, 2008). Em Mytella guyanensis da 
Bahia Nematopsis sp. causou alterações na morfologia do manto e 
brânquias (Boehs et al. 2010) e também nos palpos labiais desse bivalve 
(Ceuta, 2010). 
Curiosamente no presente trabalho a técnica de RFTM mostrou-se 
bastante sensível para a detecção do protozoário Nematopsis sp. quando 
comparada a técnica de histologia, apresentando-se portanto, como uma 
ferramenta útil também para estudos deste patógeno. 
Ainda que os metazoários sejam menos preocupantes para os 
moluscos, alguns deles podem afetar e causar danos significativos, como 
castração do hospedeiro. Entre eles destacam-se os trematódeos 
digenéticos, considerados os mais importantes parasitas metazoários que 
afetam os moluscos (Lauckner, 1983). No presente estudo, alguns 
metazoários foram observados em cortes histológicos, porém todos com 
baixas prevalências e intensidades.  
Um turbelário, possivelmente do gênero Urastoma foi observado 
no tecido conjuntivo do manto de Crassostrea rhizophorae. Em 
mexilhões, esses turbelários quando em grande número ocasionalmente 
têm sido associados à destruição nas brânquias (Robledo et al. 1994) 
mas em ostras não existem relatos dessa natureza (Brun et al. 2000). A 
ocorrência desse turbelário no tecido conjuntivo foi possivelmente 
acidental uma vez que seu sítio habitual é na cavidade das brânquias.  
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Metacercárias de trematódeos não identificados foram detectadas 
infestando as gônadas de ostras de ambos os sexos. As metacercárias 
pareciam não causar prejuízos significativos a gametogênese. 
Esporocistos da família Bucephalidae são comumente observados nas 
gônadas de bivalves causando a castração do hospedeiro. As larvas 
cercárias se desenvolvem em esporocistos sendo o bivalve o primeiro 
hospedeiro intermediário (Lauckner, 1983; Bower, 1992). Já as 
metacercárias observadas neste estudo indicam outra família de 
trematódeos, ainda não identificada. Metacercárias de digenéticos não 
identificadas foram registradas em Anomalocardia brasiliana e em 
Iphigenia brasiliana (Bivalvia, Donacidae) na Bahia, em baixas 
intensidades de infestação, porém com resposta de defesa do hospedeiro 
evidenciada pelo encapsulamento do parasita e infiltração de hemócitos 
(Boehs et al. 2010) e em A. brasiliana da Ilha de Santa Catarina (da 
Silva et al. 2010). Metacercárias de Parvatrema sp. (Digenea, 
Gymnophallidae) ocorreram com prevalências elevadas em uma 
população de unha de velho Tagelus plebeius da Ilha de Santa Catarina 
afetada por um evento de mortalidade (da Silva et al. 2009). 
Larvas de cestóides possivelmente Tylocephalum sp., foram 
detectadas em baixas prevalências em 2008 e 2009. Nas ostras 
infestadas foi observada reação hemocitária e uma camada de células de 
natureza fibrosa resultando no encapsulamento do parasita. 
Tylocephalum sp. foi observado com prevalência alta (51,7%) em 
Pinctada albina (Hine e Thorne, 2000) e variou de 7% a 58% em 
Crassostrea virginica da Flórida (Winstead et al. 2004). No Brasil, 
larvas de Tylocepahum já foram detectadas em prevalências baixas em 
várias espécies de moluscos bivalves (Nascimento et al. 1986; Boehs e 
Magalhães 2004; Sabry e Magalhães, 2005; Sabry et al. 2007; Boehs et 
al.. 2010, da Silva et al. 2010). Em todos esses trabalhos os autores 
relataram respostas dos hospedeiros evidenciadas pela infiltração de 
hemócitos em torno do parasita.  
No presente trabalho, os patógenos encontrados não causaram 
danos ao hospedeiro e, com exceção de Nematopsis sp. e de 
Tylocephalum sp. todos estão sendo registrados pela primeira vez em 
ostras Crassostrea rhizophorae do Estuário do Rio Pacoti, Ceará. 
Até o momento, nenhum dos patógenos presentes na ostra-de-
mangue, C. rhizophorae, do Estuário do Rio Pacoti representa risco à 
saúde desse bivalve, uma vez que foram detectados com baixa 
intensidade. No entanto, programas de monitoramento das doenças na 
ostra são recomendados, principalmente aqueles voltados para detecção 
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de patógenos considerados de declaração obrigatória a OIE, que 
representam alto risco para as populações naturais e cultivadas. 
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CAPÍTULO V - Considerações Finais 
 
• As análises patológicas realizadas nas ostras nativas 
Crassostrea rhizophorae (costão) e C. gigas (cultivo) do 
Sambaqui (Baía Norte) e Ribeirão da Ilha (Baía Sul) de Santa 
Catarina e nas ostras C. rhizophorae do Estuário do Rio Pacoti, 
Ceará, mostraram: a ocorrência de algumas alterações e a 
presença de vários microorganismos sendo: hipertrofia dos 
gametas, bactérias do tipo rickettsia, protozoários do tipo 
Trichodina, Sphenophrya, Ancistrocoma, Steinhausia e 
Nematopsis e metazoários dos gêneros Polydora, Urastoma, 
larvas de digenéticos não identificadas, Tylocephalun e o 
copépode possivelmente do gênero Pseudomiycola. 
 
• A intensidade de infecção e/ou infestação por parasitas 
(protozoários e metazoários) encontrados nas ostras 
Crassostrea rhizophorae (costão) e C. gigas (cultivo) do 
Sambaqui (Baía Norte) e Ribeirão da Ilha (Baía Sul) de SC e 
nas do Estuário do Rio Pacoti/CE foram considerados baixas, 
mesmo quando as prevalências eram elevadas. 
 
• A técnica de cultivo em meio líquido de tioglicolato (RFTM) 
diagnosticou pela primeira vez no Brasil o protozoário do 
gênero Perkinsus nas ostras Crassostrea rhizophorae do 
Estuário do Rio Pacoti, mas não nas duas espécies de ostras dos 
dois locais estudados em Santa Catarina, indicando serem 
regiões livres do patógeno. 
 
• As análises de PCR seguida de técnicas adicionais de clonagem 
e sequenciamento da região ITS do espaçador interno transcrito 
(ITS) do RNA ribossomal (RNAr) confirmaram se tratar do 
gênero Perkinsus e mostraram que a espécie tem similaridade 
com a espécie P. beihaiensis que infecta ostras na China. 
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• Os parasitas encontrados nas ostras do Sambaqui (SC) Ribeirão 
da Ilha (SC) e Estuário do Rio Pacoti (CE) incluindo as ostras 
infectadas por Perkinsus sp. do Ceará, até o momento parecem 
não causar impacto sobre essas populações de ostras. 
 
 
SUGESTÕES 
 
No Brasil ainda são poucos os estudos na área de patologia de 
moluscos. O conhecimento das enfermidades que acometem esses 
animais é fundamental para a prevenção e controle das doenças, uma 
vez que alguns patógenos constituem um risco potencial para as 
populações naturais e cultivadas. Esse fato indica a necessidade de 
intensificação de pesquisas na área de patologia de moluscos. 
Alguns trabalhos, sobre parasitas em moluscos, já foram 
realizados em bivalves da costa brasileira, contudo, estudos voltados 
para a investigação de patógenos de declaração obrigatória pela 
Organização Mundial para Saúde Animal foram iniciados apenas 
recentemente. 
O presente trabalho registrou pela primeira vez a ocorrência de 
um patógeno do gênero Perkinsus cuja espécie ainda não foi identificada 
e cujo gênero inclui duas espécies de declaração obrigatória pela 
Organização Mundial para Saúde Animal – OIE. Vale ressaltar que no 
Estado do Ceará a pesquisa para Perkinsus foi feita somente no Estuário 
do Rio Pacoti próximo a Fortaleza e em uma única espécie de ostra. É 
importante que esse estudo tenha continuidade ao longo de vários anos 
para se conhecer a dinâmica da infecção e o impacto no hospedeiro e 
nas demais espécies de bivalves da região. Estudo mais detalhado faz-se 
necessário para que se conheça a distribuição desse protozoário em toda 
a costa brasileira, seus efeitos sobre as ostras e sua relação com as 
variáveis temperatura e salinidade ao longo do ano. 
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